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Introduction à la Série XV du Botaniste. 


Je suis heureux de présenter aujourd’hui dans cette 
XV° série du Botanisle un mémoire de mon fils aîné, 
dont les travaux ultérieurs porteront comme celui-ci 
la signature Pierre Dangeard, alors que les miens ont 
toujours été présentés sous la signature P. 4, Dan- 
geard : de la sorte, aucune confusion ne pourra se 
produire dans l'esprit des lecteurs. 

Les abonnés du Botaniste ne ‘devront pas être éton- 
nés du fait que la XV® Série se trouve publiée alors 
que la Série XIV n’est pas encore terminée : il y a là, 
Je le reconnais, une anomalie regrettable : celle-ci est 
due à plusieurs causes dont la principale consiste dans 
le prix élevé de l’impression et des planches : cepen- 
dant, j'ai bon espoir de pouvoir donner la fin du 
mémoire sur l'assimilation chlorophyllienne prochai- 
nement. 

En ce qui concerne les Séries suivantes, mon inten- 
tion est de les faire paraître régulièrement, 

Ma nomination récente à la Chaire de Botanique de 
la Sorbonne à la place de l’éminent et regretté profes- 


seur Gaston Bonnier m'impose des obligations nou- 


velles qui peuvent avoir leur répercussion sur le rôle 
du Botaniste et son mode de publication. 

Jusqu'ici, depuis l’époque déjà lointaine, où avec la 
belle audace de la jeunesse, je publiais la 1" série, j'ai 
toujours tenu à conserver à ce journal un caractère très 
personnel : en assumant désormais la direction d’un 
Laboratoire de recherches, je puis être amené à aug- 
menter le nombre des collaborateurs et par suite à élar- 
gir le champ des observations dans tous les domaines 


de la Botanique générale. 


Recherche sur l'appareil vacuolaire dans les végétaux 
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INTRODUCTION 


La connaissance de la cellule a fait récemment d'importants 
progrès. Ceux-ci sont dus non seulement au nombre et à la 
valeur des chercheurs qui ont abordé ces difficiles problèmes 
dans tous les pays, mais aussi à la perfection des techniques 
employées et à l'introduction de nouvelles méthodes d’inves- 
tigation. 

Tous les êtres vivants étant formés de cellules, on conçoit 
que l’étude de celles ci soit d’un intérêt capital pour une meil- 
leure compréhension de la vie. C’est ce qui explique l’impor- 
tance que prend de plus en plus la Science de la cellule ou 
Cytologie parmi les travaux modernes. 

Ces recherches n'ont pas uniquement un intérêt théorique 
ou philosophique, car leur portée est grande dans le domaine 
médical où la connaissance des altérations cellulaires peut 
éclairer un diagnostic. Cependant n’auraient-elles aucune 
répercussion pratique que ces études n’en seraient pas moins 
passionnantes, car c’est à leur sujet que se posent les grands 
problèmes biologiques dont la solution préoccupera toujours 
les esprits : celui de la constitution intime de la matière 
vivante, celui de la sexualité ou de l’hérédité. Enfin si l'on 
veut établir une comparaison entre les Végétaux et les Ani- 
maux c'est la Cytologie qui permet de rechercher les points 
communs ou d'évaluer les différences, puisque l'existence des 
phénomènes cellulaires chez les uns et chez les autres conslitue 
le prineipal trait commun aux deux règnes. 


Dangeard , 
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Nous avions pensé au début de ces recherches pouvoir 
entreprendre des investigations parallèles chez les animaux et 
chez les végétaux. Il est certain qu’un travail de Cytologie 
gagnerait à être poursuivi dans ces conditions ; nous avons été 
bientôt forcé, par suite de l'étendue du sujet, de nous cantonner 
dans les limites de la Botanique. 

Les données déjà anciennes que nous possédons sur la 
structure de la cellule, remontent aux fondateurs de la théorie 
cellulaire, à Dujardin, Schleiden, Schwann. Après les travaux 
des dernières années qui ont complété et précisé un grand 
nombre de détails, on peut résumer ainsi nos connaissances. 

La cellule végétale se compose essentiellement d'une petite 
masse de matière albuminoïde, le cytoplasme, souvent entou- 
rée et protégée par une membrane cellulosique et qui contient 
toujours à son intérieur un noyau. Le cytoplasme se présente 
comme une masse amorphe, hyaline, peu refringente et qui 
paraît être de consistance plus ou moins visqueuse. Lorsqu'on 
l'observe à un très fort grossissement, il donne l'impression 
soit d’une substance homogène, soit d’une substance très fine- 
ment granuleuse. 

Le noyau est généralement arrondi et bien délimité par une 
fine membrane. Il contient un ou plusieurs nucléoles. Au 
moment de la division cellulaire, sa substance se découpe en 
tronçons, les chromosomes, qui se répartissent d'une façon 
égale entreles noyaux fils. La présence constante du noyau 
dans toute cellule et les phénomènes très curieux de la division 
nucléaire ont fait donner au noyau une importance exception- 
nelle dans la cellule. 

Nous n'avons cependant aucune raison de ne pas attribuer 
au cytoplasme un rôle égal à celui du noyau dans les mani- 
festations de la vie. 

C'est pourquoi son étude a été poursuivie activement depuis 
quelque temps. Nous laisserons pour notre part la question 
du noyau cellulaire complètement de côté, pour nous con- 
sacrer uniquement aux problèmes que pose le cytoplasme. 
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Cette gelée primitive, base de la vie, que l'on nomme encore 
protoplasme, nous est très mal connue, mais elle renferme à 
son intérieur des corps variés qui sont beaucoup mieux 
définis ; certains d’entre eux sont certainement de la matière 
vivante, mais néanmoins ils se distinguent toujours du cyto- 
plasme parce qu'ils en sont séparés par un contour précis. 

Ces éléments sont les plastes ou leuciles qui peuvent être 
colorés en vert par la chrorophylle, les microsomes, les gout- 
telettes d'huile, les grains d'aleurone qui sont des substances 
de réserve, les vacuoles qui sont des réservoirs de suc cellu- 
laire. Ces formations n’ont pas une importance égale partout 
et elles ne sont pas de même valeur. C’est ainsi qu’une cellule 
de la feuille d’une mousse renferme une grande quantité de 
plastes verts tandis qu’une cellule de champignon en est 
dépourvue. Une cellule de l’albumen du Ricin renferme de 
l’aleurone et de l’huile en abondance ; ce sont les plastes por- 
teurs d’amidon qui dominent dans une cellule du tubercule 
de la pomme de terre. Les vacuoles enfin sont prépondérantes 
dans le tissu aqueux de la pulpe d'orange. Les variations sont 
donc très grandes d’un tissu à l'autre et d’un végétal à un 
autre. Ces modifications, jointes à celles qui portent sur la 
membrane et sur le noyau, suffisent à donner à chaque tissu, 
à chaque partie d’un végétal sa physionomie propre. 

Il en résulte que pour avoir une idée assez exacte de la 
nature des éléments que contient le cytoplasme, il faudrait 
suivre leur évolution à partir de l’œuf et durant tout le déve- 
loppement du végétal, voir quelles sont les transformations 
qu'ils subissent, suivant qu'ils font partie de tel ou tel tissu 
différencié et cela pendant le cycle entier de la vie d’une 
plante. 

Cette façon d'envisager les questions cellulaires caractérise 
les travaux modernes : on ne se contente pas d'étudier la 
cellule dans un tissu donné, mais on suit l’évolution de ses 
diverses parties au cours du développement; on conçoit que 
cette étude soit parfois très difficile, mais elle apporte des 
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renseignements très précis sur la valeur des organites consli- 
tutifs du cytoplasme. 

On a été ainsi conduit tout naturellement à distinguer 
parmi les éléments du cytoplasme des corps constants et ire 
corps dont là présence nest que temporaire. Les premiers 
ont certainement une grande importance puisque toute celluie 
les possède ; les seconds dont l'existence n'est que transitoire, 
n’ont aussi qu'un moindre rôle. 

Les efforts des cytologistes qui ont étudié la cellule végétale 
dans ces dernières années ont eu pour résultat de montrer 
la constance d’un certain nombre d'organes cellulaires consi- 
dérés autrefois comme accessoires, 

Depuis les travaux de Schimper, les plastes ou plastides 
végétaux sont considérés comme des éléments constants de la 
cellule végétale au même titre que le noyau. Bien que les con- 
clusions de cet auteur aient été adoptées en général par les 
botanistes, elles demandaient encore de nouvelles démonstra- 
tions. M. P. A. Dangeard a fourni récemment un argument de 
grande valeur en faveur de cette autonomie de l'appareil plas- 
tidaire par ses études sur la Sélaginelle. Il a montré que dans 
les cellules jeunes du méristème de cette cryptogame vascu- 
laire, il n’y avait qu'un seul plaste dont proviennent par divi- 
sion tous les chloroplastes qui sont nombreux dans les cellules 
adultes en fonctionnement chlorophyllien. 

Une semblable indépendance du système des plastes a été 
démontrée par les travaux concordants de Sapehin, Scherrer 
et Mottier chez les Muscinées. On sait qu'elle existe chez les 
Algues où l'on a remarqué depuis longtemps que les plastes 
colorés par le pigment assimilateur persistent pendant toute 
la durée du développement et se conservent même dans les 
gamètes reproducteurs. Chez les Phanérogames, la question 
était plus difficile à élucider, parce que les plastes s’y présentent 
sous des aspects variés (leucoplastes, amyloplastes, mitoplastes, 
chloroplastes), néanmoins tous les travaux importants sur ce 
sujet, en particulier ceux de M. Dangeard et deM. Guillermond, 
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apportent une confirmation à la thèse de Schimper sur la per- 
manence des plastes. Il paraît donc bien établi actuellement 
que les plastes ou plastides végétaux constituent un ensemble 
d'éléments constants, au méme titre que le noyau, se multi- 
pliant par division les uns à ‘partir des autres; c’est à cet 
ensembie que K. P. A. Dangeard a donné le nom de plastidome. 

En dehors des plastes "on a mis en évidence dans la cellule 
de très petits'éléments arrondis ou en courts bâtonnets dont 
la fonction est encore complètement inconnue : ce sont les 
microsomes. Ces éléments ‘se fixent et se colorent en général 
comme les plastes, aussi la confusion est-elle facile avec ces 
derniers. La tendance actuelle des cytologistes est de les con- 
sidérer comme formant un ensemble spécial n'ayant aucune 
relation avec les plastes ; c’est l'opinion des savants dont nous 
avons déjà cité les noms. Ces microsomes forment un ensemble 
auquel M. P. À. Dangeard a donné le nom de sphérome (1). 
Beaucoup d'auteurs leur appliquent le terme de chondriosomes 
(MM. Sherrer, Sapehin, Mottier)ou celui de mitochondries inactives 
(M. Guillermond). Leur mode de multiplication est entouré 
d’obscurité ; ils semblent qu'ils soient capables de se diviser 
comme les” plastes et de se propager ainsi de cellules 
à cellules. Ce qui paraît certain, c'est leur présence constante 
dans toutes les cellules, dans tous Îes groupes végétaux. 

Leur rôle est absolument inconnu jusqu'à présent. Ils doi- 
vent être soigneusement distingués des petites gouttelettes 
d'huile qui ne sont que des éléments transitoires On les 
reconnaît toujours par leur propriété de se colorer par l'héma- 
toxyline en noir comme les plasies. | 

A côté du plastidome et du sphérome, la cellule végétale 
contient fréquemment de pelites cavités ou chambres 1em- 
plies d’un liquide clair dénoi.mé le suc cellulaire. Ces élé- 
ments ont reçu le nom de vacuoles et leur ensembie forme 
l'appareil ou le système vacuolaire de la cellule. Ce système 


1) Avec celle dénomination, les microsomes deviennent des sphérsosomes. 
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esttrès peu apparent dans certaines cellules, en particulier 
dans les cellules jeunes des méristèmes, de sorte que l’on à 
nié son existence dans ces organes jusque dans ces dernières 
années (1). Il en résultait que l’on décrivait et que l’on décrit 
encore dans les traités classiques, la naissance et l’évolution 
des vacuoles à partir des cellules embryonnaires, de la 
manière suivante : au début, les cellules de méristème ont un 
cytoplasme plein, dépourvu de vacuoles ; dans les cellules un 
Heu éloignées du point végétatif, de petites vacuoles appa- 
raissent ; elles grossissent dans les cellules plus âgées et se 
fusionnent finalement en une seule grosse vacuole, qui refoule 
cytoplasme et noyau à la périphérie. Comment se forment les 
premières vacuoles ? Cette apparition de vacuoles dans un 
cytoplasme primitivement compact, paraissait si naturelle ou 
même si dénuée d'intérêl que, en général, personne ne se. 
posait la question. On supposait que les vacuoles naïissaient 
parce que la cellule se saturait d’eau et que l’eau se séparait à 
un moment donné des molécules constituantes du cytoplasme 
et s'isolait, comme s’isolent les bulles dans une mousse de 
savon. 

Par conséquent, il était logique de penser, que lorsque les 
petites vacuoles se formaient, elles étaient très aqueuses, et 
personne ne songeait que les vacuoles pouvaient présenter 
un état demi-fluide, à leur début et ne s’hydrater que peu 
à peu. 

Il yeu tout de même quelques botanistes dont les idées 
marquèrent une plus exacte appréciation du rôle et de la 
signification de l'appareil vacuolaire. Ce furent les biologistes 
de l’école de de Vries. Ils voyaient juste, lorsqu'ils considé- 
raient les vacuoles comme des éléments constants de la cellule, 
mais leur appréciation ne reposait pas sur des faits bien 
probants; en outre ils soutenaient en même temps des idées 

(1) Un élève de de Vries, Went, avait cependant écrit en 1888 que toutes cellules 
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renferment des vacuoles, même celles des mérisièmes, mais il ne fut guère suivi 


dans ces conclusions, On trouvera plus loin un exposé de ses travaux 
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CD Lee - 
difficiles à admettre sur la membrane différenciée des vacuoles 
ou tonoplaste,. ce qui contribua à discréditer FRA de 
leur s conceptions. 

Dans ces dernières années, l'emploi. systématique d'une mé- 
thode spéciale celle des coloralions vilales, amena M. P. A. Dan- 
geard à une interprétation différente de l'appareil vacuolaire, 

Nous devons dire en quelques mots quelle est cette méthode 
dont l’utilisation généralisée à véritablement boulev ersé, nos 
anciennes notions. Elle consiste à soumettre des fragments 
de végétaux vivants, de jeunes feuilles par, exemple, à l’action 
d’un colorant très dilué; seules certaines matières colorantes 
réussissent dans ces condilions à pénétrer dans la cellule 
vivante, on les désigne du nom de « colorants vitaux ». Le 
meilleur d’entre eux est incontestablement le rouge neutre 
avec lequel les insuccès sont tout à fait rares: le bleu de 
crésyl brillant est d'un emploi presque aussi commode, puis 
viennent le bleu de Nil, le bleu de méthylène, le vert Janus et 
la liste pourrait être encore allongée. Le colorant vital, après 
avoir franchi la membrane, se fixe sur les vacuoles, dont le 
suc prend une teinte très vive, alors que le reste de la cellule, 
protoplasme et noyau demeure incolore. 

On possède alors une image extrêmement nette et précise de 
l’appareil vacuolaire dont les moindres détails se détachent 


vigoureusement sur un fond incolore. 


Ce qui fait la grande valeur de cette méthode pour l'étude 
des vacuoles, c'est que la coloration est spécifique, c’est à dire 
qu'elle s'applique toujours aux mêmes éléments, à tel point 
qu'une teinture vitale au rouge neutre permettra toujours de 
distinguer l'appareil vacuolaire des autres formations présentes 
dans la cellule. Il n'a été jusqu'ici constaté qu’un très petit 
nombre d’exceptions à cette règle, aussi bien chez les Algues 
et les Champignons variés que chez les Cryptogames vascu- 
laires et Les Phanérogames (1). ù 


(1) Consulter le chapitre consacré aux colorants vitaux où ces exceptions sont 
examinées, 


No 


Cette généralité des phénomènes de coloration vitale a été 
mise en lumière par M. P. A: Dangeard et nous l’avons 
confirmée dans les exemples que nous avons étudiés person- 
nellement. Sans doute, les procédés eux-mêmes ne sont pas 
nouveaux, ils ont maintes fois élé utilisés par les zoologistes, 
et même queiques botanistes en ont fait un usage assez impor- 
tant (Pfeffer), mais l'on considérait cette méthode comme 
ayant une action très incertaine et très variable qui ne pouvait 
nullement servir à définir un ensemble autonome d'éléments 
cellulaires (2). 

Il est désormais démontré que chez les végétaux, l'emploi des 
colorations vitales permet de délimiter et de distinguer l’ap_ 
pareil vacuolaire de toutes les autres formations. Cette propo- 
sition jusqu'à présent demeure dans le domaine de l'hypothèse 
en ce qui concerne la cellule animale. 

Grâce à ce phénomène encore mal expliqué des colorations 
vitales, beaucoup de faits nouveaux ont été décrits par M. P. A. 
Dangeard. Il a remarqué d’abord que les cellules les plus 
jeunes des méristèmes, n'étaient pas dépourvues de vacuoles, 
comme beaucoup de botanistes le pensaient, mais qu’elles 
renfermaient des corpuscules de substance vacuolaire très 
condensée, qui lorsqu'ils s’hydratent, sont le point de départ 
des vacuoiïes typiques. Nous avons montré pour notre part, 
qu'une disposition homologue se rencontrait dans les graines, 
et que les corpuscules de substance vacuolaire concrétée, étaient 
représentés précisément par les grains d'aleurone connus 
depuis plus d’un demi siècle, mais dont la véritable nature et la 
signification étaient encore douteuses. Ainsi un parallélisme 
frappant existe entre les divers tissus d’un végétal qui passent 
par une période de vie ralentie, tout s’enchaîne harmonieuse- 
ment, et le système vacuolaire devient avec les idées nouvelles 
un appareil autonome, du point de vue morphologique comme 
du point de vue génétique, présent dans toutes les cellules. 


(2) Cetie opinion se trouve signalée dans un article de M. P. de Beauchamps sur 
les colorations vitales paru dans l’année biologique. 
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Le fait qu'aucune cellule végétale n'est dépourvue d'appareil 
vacuolaire, pose un problème très important, celui de la perma- 
nence des vacuoles en tant qu'éléments de la cellule. On a vu 
précédemment, toute l'importance que l’on attribue aux 
éléments cellulaires constants, comme le noyau et les plastes. 
Si les vacuoles sont présentes partout, à tous les stades de la 
vie d’une plante, leur importance se trouve rehaussée d’une 
façon considérable et il n’y a aucune raison pour ne pas faire 
jouer à leur substance propre un rôle dans l'hérédité. C’est 
bien ce que l'on constate et la cause en est, que la substance 
vacuolaire ne se perd pas, mais se transmet d’une cellule à une 
autre pendant la division. On peut donc dire que toute 
vacuole provient d'une vacuole préexistante, de même que 
tout noyau provient d'un autre noyau. 

Les colorations vitales ont révélé des aspects très variés et 
assez inattendus, présentés par l'appareil vacuolaire dans les 
cellules de méristème : ce sont des formes filamenteuses ou 
délicatement reticulées dont la disposition varie avec les 
mouvements du cytoplasme. 

Ces états très curieux ne sont pas conservés d'ordinaire par 
les fixateurs et l’on conçoit que l’on ait pu commettre l'erreur 
de croire les cellules jeunes dépourvues d'appareil vacuolaire. 
Les vacuoles sont peut-être encore plus curieuses par leur 
nature chimique que par leur extrême plasticité. La plus 
grande diversité règne, comme on le sait, en ce qui concerne 
les substances contenues dans leur intérieur, albuminoïdes, 
alcaloïdes, glucosides, tannins, pigments anthocyaniques, 
acides divers, diastases, etc... Elles sont le laboratoire où se 
déversent tous les produits de l’activité cellulaire. 

Cependant, malgré cette variété, il y a toujours phénomène 
de coloration vitale ; dans tous les cas, la vacuole accumule le 
colorant vital à son intérieur et prend ainsi une teinte très 
vive. À quoi est due cette attirance ? Evidemment à un corps 
ou à un groupe de corps contenus dans le vacuome. M. P. A. 
Dangeard a donné un nom à cette substance; il l’a nommée 
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métachromatine et dans son hypothèse toute vacuole végétale 
sans exception renferme de la métachromatine qui lui donne 
ses principales propriétés. Cette substance n'est d’ailleurs pas 
entièrement hypothétique, car la métachromatine était déjà 
connue chez les Algues et les Champignons et c'est aussi 
M. Dangeard qui avait montré dans ses travaux précédents 
que la métachromatine est toujours présente dans l'appareil 
vacuolaire. 

En allant plus loin, il a généralisé cette notion en, l’étendant 
à toutes les vacuoles végétales. En le faisant, il s’est attiré des 
critiques inconsidérées ; en effet si l’on est loin d’avoir prouvé 
l'existence de la métachromatine dans toutes les vacuoles, il 
ne s'ensuit pas qu'elle n’y existe pas néanmoins et l'hypothèse 
de M. P. A. Dangeard sur la métachromatine est assez sédui- 
sante pour être adoptée par tous les esprits généralisateurs. 

Cette question, en même temps que d’autres qui peuvent se 
poser à propos des vacuoles végétales, sera abordée et discutée 
au cours de l'exposé. 

Une première partie sera consacrée à la description des 
organes en voice de croissance des Gymnopermes (bourgeons 
foliaires); pendant le développement de ceux-ci, il se produit 
une évolution des vacuoles qui était restée jusqu'ici inconnue. 

Dans une deuxième partie, les transformations de l'aleurone, 
cette matière protéique si importante des graines, seront 
décrites pendant la maturation et pendant la germination, 
chez les GYmnospermes, le Ricin et les Graminées. C'est une 
autre face des phénomènes d'évolution vacuolaire, pour 
laquelle une attention spéciale a été réservée dans ce travail. 

Un complément s'imposait à ces recherches ; il consistait à 
montrer l'importance du système des vacuoles dans les organes 
reproducteurs eux-mêmes. Cette partie sera plus courte que 
les précédentes : elle comprend une étude des “AONOIES dans 
le pollen chez divers Gymnospermes. 

Plusieurs problèmes très différents se rapportent aux vacuoles 
végétales. Une préoccupation première a été bien entendu de 
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faire connaître aussi exactement que possible des observations 
_de morphologie cellulaire qui sont nouvelles. La précision en 


ces matières est la principale garantie des conclusions que l’on 
formule. Mais l'attention d’un naturaliste, même s'il s'occupe 


dé cytologie, ne saurait se cantonner dans des détails morpho- 
logiques; elle doit s'élever à la recherche des causes et pour 
les découvrir avoir recours à l’expérimentation. 


À ce genre d'études se rapportent des recherches groupées 


dans uné quatrième partie dé cette thèse. La mélachromasie 


des vacuoles à été comparée à dés phénomènes de virage des 


colorants observés « in vitro ». À côté de ce chapitré un autre 


traitera du mode d'action des colorants divers « réputés 
vitaux » (colorants vacuolaires et non vacuolaires) et l’on verra 
ainsi que d'autres éléments cellulaires en dehors des vacuoles 
peuvent être reconnus par la méthode des teintures vitales. 
La méthode des colorants vitaux, a été notre principale 
technique dans ce travail ; les résultats qu'elle donne sont très 


sûrs ;: nous le montrerons en décrivant les faits et en établis- 


sant la comparaison avéc d'autres procédés. Cette éomiparaison 
est nécessaire, car il n’existe pas en cytologie de méthodes par- 
faites ; il faut donc pouvoir discuter de leur valeur et ne pas 
s'en rapporter au témoignage d'une seule. 

La chimie végétale ne peut non plus laisser indifférent un 
cytologiste. [Il est intéressant de soumettre à l'analyse une 
planté entière ou quelques-uns de ses organes, mais il n’est 
pas négligeable de pouvoir déceler les substances, au moment 
de leur apparition dans la cellule elle-même. C'est pourquoi 
il serait excellent que le cytologiste fût en même temps un 
chimiste. Dans cet ordre de recherches, on peut citer les tra- 
vaux de MM. Guignard et ceux d'Errera, les uns sur les prin- 
cipes actifs des Crucifères, les autres sur le glycogène des 


végétaux. 


La science de la michrochimie est bién peu avancée, cepen- 
dant l’on sait très bien reconnaitre dans une cellule des corps 
comme l’amidon, le glycogène, l’inuline, les tannins, etc. 
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on peut noter le lieu d'apparition de certains d’entre eux. IL y 
a un fait remarquable pour plusieurs de ces substances, c est 
que leur formation a lieu dans une partie bien définie de la 
cellule. Ainsi l’'amidon se forme toujours à l’intérieur des plastes, 
les tannins, l'anthocyane dans les vacuoles et il serait aussi 
surprenant de voir les plastes sécréter des vésicules de tannin 
ou des gouttes d’anthocyane que de constater l'apparition de 
véritable amidon dans une vacuole. Or la connaissance de 
quelques-uns de ces faits est le fruit de travaux tout récents. 

On trouvera ici une contribution à l'évolution chimique 
des vacuoles et au mode d’apparition eytologique de deux 
groupes de substances vacuolaires très répandus, les tannins 
et les anthocyanes. L’exposé ne constitue pas un chapitre spé- 
cial, mais se trouve incorporé dans les recherches de pure mor- 
phologie. 

La même remarque peut, être faite pour la parlie eytologique 
où sont exposés les faits obtenus après fixation et coloration. 
Leur description a été annexée à chacun des chapitres afin 
qu'on puisse confronter facilement les résultats obtenus. 

Enfin nous indiquerons en terminant les conclusions géné- 
rales que l’on peut formuler sur tous ces sujets. Dans l’en- 
semble, notre programme a été de montrer que l’on peut par 
la combinaison de moyens divers, même simples, et par l’ob- 
servation des éléments vivants à diverses époques de leur 
évolution, élargir notre connaissance de la vie cellulaire. 
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Les premiers botanistes qui eurent une connaissance précise 
de la cellule végétale, ne manquèrent pas d’être frappés par la 
présence très fréquente au sein du protoplasme de lacunes plus 
ou moins volumineuses remplies d'un liquide clair, le suc 
cellulaire. Ils nomment ces espaces des vacuoles et constatent 
que le liquide qu'elles renferment, est formé pour la plus 


grande part d’eau, tenant en dissolution diverses substances 
- salines en petites quantités. 


Il existe d’après eux des cellules sans vacuoles : ce sont les 
cellules jeunes, que l'on observe dans les méristèmes, où elles 


se mulliplient activement en vue de la croissance des organes. 


A mesure que ces éléments vieillissent, il apparaît dans leur 
protoplasme des vacuoles d'abord petites, qui grossissent peu 
à peu et finissent généralement par confluer en une énorme et 
unique vacuole remplissant presque toute la cavité cellulaire 
et qui rejette noyau et protoplasme à la périphérie. 

Ces vacuoles peuvent naître à l'intérieur du protoplasme à 
une place quelconque : elles résultent de l'agrandissement 
d'espaces d’abord minimes et microscopiques dans lesquels se 
rassemble le trop-plein de l'eau retenue par le protoplasme. 

Les vacuoles n’ont pas, par conséquent, un caractère perma- 
nent : elles sont absentes dans les cellules jeunes embryon- 
naires et leur apparition, ainsi que leur croissance, se produit 
au cours de l’évolution que subissent les cellules jeunes avant 
d'atteindre l’état adulte. 
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Leur mode de naissance est un phénomène qui reçoit une 
facile explication : à un moment donné, le protoplasme saturé 
d’eau en laisse filtrer une certaine quantité entre ses mailles et 
les petits intervalles ainsi créés n’ont plus qu'à grossir, pour 
prendre la forme et l'apparence de vacuoles normales. 

On ne doit accorder aucun caractère de vie à ces espaces, qui 
ne peuvent être envisagés que comme des éléments morts, en 
opposition complète avec le plasma vivant doué de toutes les 
fonctions et de toutes les propriétés de la vie. 


Ces idées sur les vacuoles végétales, exprimées dans les tra- : 


vaux de botanistes tels que Nacgeli, Von Mohl, Hanstein, sont 
encore en faveur à l'heure actuelle : il est donc intéressant de 
connaître leur origine. Elles n’accordent pas aux vacuoles une 
importance morphologique en rapport avec les fonctions vitales 
qu'elles jouent en réalité. En effet, l’on sait depuis longtemps 
que le suc vacuolaire, grâce aux sels dissous qu'il contient 
détermine un appel d'eau à l'intérieur des vacuoles, ce qui 
entraine une pression de turgescence et une certaine rigidité 
des tissus de la plante. Un premier rôle des vacuoles est donc 
d'assurer la fermeté des organes. 

L'arrivée de l’eau et des sels dissous du milieu extérieur, 
provoque, d'autre part, suivant les lois physiques de l’osmose 
applicables au suc des vacuoles, l’entrée des aliments minéraux 
nécessaires à la vie des cellules et à celle de la plante tout 
entière. Les vacuoles ont donc un rôle de premier plan dans le 
mécanisme de la nutrition et des échanges qui ont lieu de 
cellule à cellule. 

Le désaccord paraît marqué entre la faible valeur morpho- 
logique des vacuoles, comme constituant cellulaire, et leur 
rôle physiologique si important. C’est probablement pour cette 
raison qu'un botaniste hollandais, De Vries, fut conduit à 
exprimer une opinion différente au sujet des vacuoles. 

Ce dernier, en effet, est l’auteur d’une théorie nouvelle sur 
la nature véritable des vacuoles. Celles-ci, pour les botanistes 
précédents n’ont qu’un caractère d'éléments accidentels : elles 


- 
Ê 


SL ETES 


deviennent au contraire pour le savant hollandais des parties 
constitutives de la cellule, permanentes et comparables sous 
ce rapport aux noyaux et aux chromatophores. 

De Vries commence par montrer qu'il y a des vacuoles 
dans les cellules Les plus jeunes : il les met en évidence dans 
les racines de germinations de Zea Mays au moyen de la 
plasmolyse. Par conséquent les cellules des méristèmes ne sont 
pas dépourvues de vacuoles comme on le croyait. En ce qui 


-concerne leur origine, il ne peut donner de conclusion cer- 


taine, mais il ne croit pas que les vacuoles puissent se former 
directement dans le plasma, c’est-à-dire naître « de novo ». Il 


-incline à penser quil apparaît d'abord un corps solide dans 


lequel se forme le suc cellulaire, de la même façon que l’amidon 
se forme dans un plaste. 

Dans le cas des cellules adulles et aussi des cellules d'algues 
(Spirogyra), il montre que la paroi des vacuoles peut rester 
vivante après la mort du cytoplasme. Dans ses expériences, 
l'auteur emploie souvent une solution de nitrate de potasse à 
10 0/0 colorée par de l’éosine : les cellules sont plongées dans 
ce milieu, il se fait un plasmolyse, puis le protoplasme et le 
noyau meurent et se teignent en rose, tandis que la vacuole 
reste incolore un certain temps. De ces faits, il tire la conclu- 
sion que la vacuole possède une paroi vivante à laquelle il 
donne le nom de {onoplasle. 

Aucune plante ne lui paraît plus démonstrative pour affirmer 
l'existence de ce tonoplaste que les Spirogyra. 

Ainsi, pour de Vries, la membrane vacuolaire est une paroi 
vivante, qui sécrète le suc cellulaire comme le plaste sécrète 
l’amidon. Le tonoplaste a encore pour rôle de maintenir le suc 
cellulaire à une concentration convenable pour le fonctionne- 
ment physiologique. Les tonoplastes ne se forment jamais 
« de novo » mais tout tonoplaste provient nécessairement d’un 
tonoplaste préexistant, de la même façon que tout noyau pro- 


vient d'un autre noyau (de Vries 1885). 


Parmi les recherches inspirées par la théorie de de Vries, 
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nous devons mentionner celles de Went (1888) et de Tswett 
(1896). Le premier auteur est un éiève de de Vries et il déve- 
loppe dans son travail et cherche à prouver les idées théoriques 
suivantes. 

1° Toutes les cellules vivantes contiennent des vacuoles. 
Pour les observer dans les cellules de méristèmes, il pratique 
des coupes longitudinales qu'il place dans une solution de 
glucose à 3 ou 5 0/0 suivant une technique indiquée par 
Strasbürger. Dans ces conditions il met en évidence partout de 
petites vacuoles. Cependant il arrive que le cyloplasme soil trop 
épais pour que l'on puisse discerner les vacuoles. 

Les exemples étudiés sont nombreux : racines d’Alium 
Cepa, Vicia Faba, Lupinus luleus, Zea Marys, etc... sommets 
de tiges d'Asparagus, Arislolochia, Hippuris vulgaris, ete... ; 
cellules terminales de Cryptogames, Salvinia nalans, Cyalhea ; 
Champignons, où il note que, dans quelques cas, les filaments 
jeunes ont un contenu épais où les vacuoles sont invisibles. 

2° Les vacuoles se multiplient les unes à partir des autres 
par division et elles peuvent aussi se fusionner après coup 
entre elles, par exemple chez les Champignons, dans les grains 
de pollen, les méristèmes, dans les tentacules de Drosera où 
le phénomène avait été vu par de Vries. | 

3 Les vacuoies ne se forment jamais aux dépens du proto- 
plasme comme l'ont admis Nageli, Hofmeister et Sachs. Dans 
tous les cas où l’on a cru voir se former de nouvelles vacuoles, 
là où il n’y en avait pas auparavant, il s'agissait d’un simple 
gonflement de vacuoles préexistantes. 

Went a donc décrit beaucoup de faits intéressants sur les 
vacuoles, malheureusement, il ne prouve pas la plupart des 
conclusions théoriques qu’il énonce. La faiblesse de plusieurs 
de ses arguments fera que ses idées ne seront pas prises en 
suffisante considération. 

Dans un autre mémoire paru en 1889, Went entreprend de 
démontrer que les vacuoles sont présentes dans les corps 
reproducteurs des algues. Il a étudié les zoospores de Codium 
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lomentosum, du Chaelomorpha aerea, les organes mâles et 
femelles du Cystoseira abrotanifolia'et du Sargassum linifo- 
lium, les pollinides les carpospores et les tetraspores d'un 
certain nombre de Floridées. Partout, il est arrivé aux mêmes 
conclusions : les vacuoles des différents corps reproducteurs 
proviennent par voie de division de la vacuole de leur cellule 
mère. Ces observations renforcent donc ses convictions sur la 
nature des vacuoles. : 

Van Tieghem à la même époque en France, se montre favo- 
rable aux idées de de Vries et il les modifie légèrement pour 
donner sur le système vacuolaire une opinion qui s'apparente 
de près à celle de l’école hollandaise. Pour lui les vacuoles 
sont comparables aux leucites et il abandonne le mot de 
vacuole pour le remplacer par celui d’hydroleucite, c’est-à- 
dire de leucite aquirère (1888). 

En Allemagne au contraire les idées de de Vries sont heurtées 
de front et fortement critiquées par plusieurs botanistes émi- 
nents à la tête desquels se trouve Pfeffer. 

Dans un mémoire étendu paru en 1890, Pfeffer donne une 
critique très serrée de la thèse de de Vries. Pour lui les 
vacuoles sont si peu des formations autonomes que l’on peut 
les faire naître artificiellement. Un plasmode de Myxomycète 
(Chondrioderma) peut englober des particules d’asparagine. 
Si, ensuite on replace ce plasmode dans l’eau, il se forme par 
dissolution du cristal, une vacuole qui persiste et qui montre 
toutes les propriétés des vacuoles normales. 

D'autre part, il nie l’autonomie des membranes vacuolaires 
ou tonoplastes ; cette membrane n’apas d'individualité propre, 
car elle se forme aux dépens du cytoplasme, lorsque celui-ci 
est mis au contact de l’eau et par suite de ce contact même. 

Il constate que, dans un protoplasme dépourvu de vacuoles, 
on en voit apparaître soudain un grand nombre et il lui 
paraît bien hypothétique d'admettre qu’elles se sont dévelop- 
pées dans ce cas, aux dépens d’ébauches préexistantes, quoique 
absolument invisibles. 


Dangeard : 
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Quant à la multiplication des vacuoles par division indiquée 
par de Vries, elle n'est pas du tout une preuve qu ‘il ne peut 
pas naître de nouvelles vacuoles directement. La division des 
vacuoles pendant la division de la cellule est une nécessité 
évidente à priori et qui ne prouve rien. 

Pfeffer contribue donc à ruiner les idées théoriques émises 
par de Vries et il maintient les données anciennes de Von 
Mohl, Hofmeister, Naegeli sur les vacuoles. Ce sont des produc- 
tions aqueuses qui naissent dans le -cyloplasme à un emplacement 
quelconque : les résultats des expériences sur la formation 
artificielle des vacuoles dans les plasmodes doivent être 
étendus aux autres cas et l’on doit admettre partout la possi- 
bilité d’une néoformalion des vacuoles. 

Tswett en 1896, dans ses recherches de physiologie cellu- 
laire, ne se décide pas nettement en faveur de l'une ou de 
l’autre théorie. IL reconnaît cependant, comme l'avait fait 
de Vries, que les membranes plasmiques sont des couches 
nettement différenciées et de véritables organes de la cellule. 

Nemec en 1900, vient apporter un appui aux idées de Pfeffer 
par des expériences sur la formation expérimentale de vacuoles 
dans les cellules entourées d’une membrane. Il provoque en 
refroidissant brusquement des racines de Vicia Fabu, la for- 
mation dans le plasma de nucléoles extra-nucléaires et il 
constate que plus tard ceux-ci se trouvent dissous et remplacés 
par une vacuole. Il lui paraît certain qu'il s’agit là de vacuoles 
néoformées et il en résulle que, d'après lui, les vacuoles peuvent 
nailre « de novo » non seulement dans un plasmode de 
Myxomycèle, ainsi que l'avait montré Pfeffer, mais également 
dans les cellules entourées d’une membrane. 

Dans les années suivantes, on peut constater le succès des 
critiques de Pfeffer, Personne n'admet que les membranes 
vacuolaires puissent constituer un organe spécial et la doctrine 
de Pfeffer sur la formation d>: ces membranes par contact 
règne sans conteste. L'adoption des idées de Pfeffer entraîne 
naturellement le rejet des autres conceptions de de Vries et la 
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thèse de la permanence et de la‘ présence constante des vacuoles 
dans les cellules. | pr 

Il n’est pas inutile de donner quelques indications sur les 
idées qui ont eu cours depuis cette époque au sujet des 
vacuoles. | 

Y. DELAGE, dans son Traité sur la structure du protoplasme 
et sur l’hérédité, range les vacuoles parmi les organes acci- 
dentels du cytoplasme. Elles semblent en effet, dit-il, de 
simples lacunes se formant là ou ailleurs indistinctement, aux 
endroits où s'accumule le suc cellulaire. Mais il n'est pas cer- 
tain qu'il en soit ainsi (p. 44). Ce doute final montre que le 
célèbre biologiste ne dédaignait pas complètement la théorie 
de de Vries. | 

Strassbürger, en Allemagne, adopte avec une légère variante 
les idées de Pfeffer et rien ne montre mieux quelle pouvait 
être l'opinion dés botanistes sur les vacuoles à cette époque, 
que la citation suivante empruntée à l’un des ouvrages de 
Strassbürger (1898). « Les vacuoles écrit-il, sont des produc- 
tions du plasma alvéolaire. Pour leur formation, il n'est pas 
nécessaire d’invoquer des processus formateurs spéciaux, car 
il suffit que chaque lacune de plasma alvéolaire s’arrondisse, 
se délimite nettement et s’accroisse en une vacuole. Les 
vacuoles ne sont donc pas, pour ainsi dire, des néoformations, 
car elles sont déjà préformées à l’état de lacunes du plasma 
alvéolaire, mais elles ne sont pas non plus des organes spé- 
ciaux du protoplasme, car leur origine prend sa racine dans 
l’architecture lacunaire commune du plasma alvéolaire ». 
(Strassbürger, die pflanzlichen Zellhäute, 1898, p. 522). Par 
conséquent pour Strassbürger les vacuoles résultent de l’agran- 
dissement d'espaces lacuneux primitifs, faisant partie à 
l’origine de la structure normale du protoplasme. Sa concep- 
tion des vacuoles dérive donc directement de la fhéorie du 
protoplasme alvéolaire dont il était le défenseur. 

Van Tieghem, dans son Traité de Botanique (189r, p. 16), 
décrit ainsi l'évolution des vacuoles. « À mesure qu’une 


cellule grandit, son protoplasme, plein à l'origine, se creusé, 
comme le protoplasme général du corps dans la structure con- 
tinue, d’abord de vacuoles remplies de suc ; puis il forme un 
réseau de bandelettes ; enfin, il se réduit ordinairement à une 
couche pariétale.... ». 

Van Tieghem admet donc le principe de la néoformatiou 
des vacuoles au sein du protoplasme. C’est d'ailleurs actueile- 
ment encore l’idée régnante et les traités les plus récents 
n’admettent pas la permanence des vacuoles (Scharp. Intro- 
duction to cytology, 1921): (Chodat, Principes de Botanique). 

Les dernières années sont marquées dans l’histoire du 
système vacuolaire par d'importantes découvertes : Ge sont les 
recherches de M. P. A. Dangeard qui ouvrent la voie à d’inté- 
ressantes perspectives. Nous avons déjà dit dans l’introduction 
comment M. P. A. Dangeard, par la méthode des colorations 
vitales, était arrivé à des résultats entièrement nouveaux en ce 
qui concerne les vacuoles végétales : c’est lui qui découvrit que 
dans les méristèmes, les vacuoles présentent fréquemment un 
aspect filamenteux, dont la forme se modifie sans cesse. Il 
n'eut aucun doute dès le début de ses publications, sur le 
rattachement de ces éléments spéciaux au système des vacuoles, 
car il vit tous les cas intermédiaires, qui existaient entre elles 
et les vacuoles normales et il suivit de bout en bout leur évo- 
lution (P. A. Dangeard, 1916). 

Ses travaux se distinguent par conséquent de ceux de 
M. Pensa, lequel est un zoologiste, qui vit et figura quelque 
peu après M. Dangeard, des systèmesen réseau dans les cellules 
végétales; M. Pensa crut que ces réseaux étaient dus à la préci- 
pilation sous l'influence des réactifs qu'il employait (acide 
osmique par exemple) et lorsqu'il les observa sur le vivant, il 
crut qu’il s’agissait encore là d'un phénomène de précipitation 
analogue se produisant naturellement et normalement dans 
les protoplasmes (réseaux colorés par l'anthocyane). M. Pensa 


ne Crut pas qu'il s'agissait d'un stade normal du système 
vacuolaire (Pensa, 1917). 
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M. Guillermond, qui en 1914 observa des réseaux colorés 
par l’anthocyane dans les folioles du Rosier, ne se rendit pas 
compte non plus qu'il s'agissait du système vacuolaire. Il 
pensa que les filaments et les réseaux qu'il voyait sur le vivant 
étaient des chondriocontes. Ceux-ci élaboreraient les tannins 
el les pigments anthocyaniques, lesquels se déverseraient plus lard 
dans les vacuoles. Trompé par ses convictions acquises 
sur le rôle des milochondries, il croit à tort qu'il s’agit (à 
d'une nouvelle manifestation de l’activité de ces organites. 

La découverte des états filamenteux et réticulés du vacuome 
et leur interprétation exacte, leur description comme éléments 
vacuolaires et la démonstration de leur évolution en vacuoles, 
sont donc dues incontestablement à M. P. A. Dangeard. Il est 
nécessaire d’y insister, car c'est là un des faits les plus mar- 
quants de la cytologie et même de la biologie morphologique 
actuelle (r). 

Les travaux de M. Dangeard ont eu ce résultat en particulier, 
d'ôter une grande partie de son importance à la {héorie 
du chondriome, dont M. Guillermond est en France un des parti- 
sans les plus autorisés. Nous allons exposer rapidement l’état 
actuel de nos connaissances sur le chondriome, car cette ques- 
tion s’est trouvée mêlée à celles des vacuoles dans ces derniers 


temps. 


THÉORIE DU CHONDRIOME. 


La théorie du chondriome qui a fait beaucoup parler d'elle 
dans les vingt dernières années, a pris son origine et toute son 
importance en Allemagne à la suite des travaux de Altmann, 
Benda et surtout de Meves. C’est Meves qui lui a donné la 
forme d'une explication générale des différenciations cellu- 
laires aussi bien chez les Végétaux que chez les Animaux : c'est 


(r) On trouve dans un travail de Bensley publié en 1910 dans un périodique 
américain, une indication sur la découverte d’un appareil canaliculaire dans le 
méristème de l'Oignon, au moyen d’une méthode de fixation spéciale; c'était une 


observation de grande valeur, mais malheureusement isolée, 
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pourquoi il est ordinairement regardé comme chef d'école 
par la plupart des « Milochondrisles ». 

‘Il est d'usage d'attribuer la découverte des milochondries à 
Altmann qui mit en évidence en 1890 dans les cellules ani- 
males, des. granules et des filaments auxquels il altribua un 
rôle important dans la production des sécrétions. Le mémoire 
d'Altmann est orné d'un grand nombre de belles planches en 
couleurs très démonstratives, qui représentent des.« gra- 
nula » et des filaments onduleux, observés soit dans descellules 
vivantes, soit dans des cellule; fixées et colorées par des 
méthodes spéciales (fixation à l'acide osmique, au formol, au 
sublimé ; coloration à la fuschine acide et différenciation à 
l'acide picrique). 

Altmann n'est pas le créateur du mot de mitochondrie : c'est 
Benda qui désigne un peu plus tard de ce nom, des grains, des 
filaments et des chaines de granules qu’il met en évidence au 
moyen d’une méthode particulière, différente de celle 
d'Altmann, (fixation par du Flemming fort, puis par un 
mélange d'acide pyroligneux et d'acide chromique, mordan- 
çage dans une solution de sulfalizarinate de soude, coloration 
au cristal violet). 

Benda crut avoir découvert dans les éléments qu’il nomme 
mitochondries, un nouvel organe cellulaire ; il pensa qu’elles 
étaient en relation avec une propriété motrice de la cellule et 
qu'elles n'avaient pas de rôle dans l'élaboration des sécrétions. 

Les premières recherches de M. Meves sur les mitochondries 
datent de 1900. Il étudie la formation d'un corps découvert 
par Von la Valette Saint-Georges en 1867 dans les spermies des 
insectes, le Nebenkern. Ce corps se constitue à partir de grains 
ou cytomicrosomes, qui sont déjà présents dans le spermato- 
cyte. Ces grains pour M. Meves correspondentaux mitochondries 
de Benda. Sa conclusion est donc qué le Nebenkern des sper- 
mies provient des petites mitochondries granuleuses des sper- 


matocytes et il en donne pour preuve une série vraiment 
convaincante des stades de transition, 
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Eu 1904, M. Meves signale pour la première fois les mitochon- 
dries chez les végétaux. Il croit à cette époque avoir trouvé un 
organite nouveau de la cellule végétale, comparable aux 
éléments qu'il a décrit antérieurement dans la cellule animale. 
Mais c'est en 1908 que l’auteur donne les grandes lignes de la 
théorie milochondriale, dont il s'efforcera de vérifier l’exacti-' 

-tude dans tous ses travaux ultérieurs. Cette théorie sera le point 
de départ d’une série de recherches effectuées soit en Alle- 
magne, soit à l'étranger. 

Dans ce mémoire M. Meves montre, que dans l'embryon de 
Poulet toutes Ies cellules ont entre elles au début beaucoup 
d'analogies. Leur cytoplasme ne montre encore aucune des 
différeuciations des tissus adultes (fibrilles musculaires, con- 
Jonctives, nerveuses, etc.) mais il renferme de nombreuses 
mitochondries granuleuses et surtout deséléments très allongés, 
onduleux, se colorant très fortement et d'une manière homo- 
gène par l’hématoxyline ferrique (chondriocontes) ; les uns et 
les autres de ces élémentssont des chondriosomes. M. Meves émet 
l’idée que toutes les différenciations qui se produisent dans la 
suite de l'évolution, lorsque les diverses cellules embryon- 
naires évoluent en tissus variés, proviennent, quelle que soit 
leur hétérogénéité future, de la métamorphose d'un seul et 
même élément du cytoplasme embryonnaire, le chondriosome. 
Ceux-ci donneront ainsi, en se transformant, les fibrilles mus- 
culaires, les fibres du tissu conjonctif, les neurofibrilles, etc. 

Dans un autre ordre de modifications, ils donneront aussi 
les divers produits de sécrétion que l’on observe dans les 
cellules, comme par exemple les graisses, les boules vitellines, 
etc. et aussi les pigments. Ainsi les vues premières d'Altmann 
seraient exactes. 

En un mot, lous les produits de différenciation par lesquels 
s'accuse le travail constructif ou élaborateur de la cellule 
auraient pour origine les éléments du chondriome. C'est éga- 
lement au cours de ce travail que M. Meves émet l'hypothèse 
du rôle des mitochondries dans l’hérédité. Leur présence cons- 
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tante dans les éléments sexuels est pour lui une preuve de cette 
fonction importante. 

La méthode employée par M. Meves pour mettre en évidence 
les mitochondries est la suivante : Fixation au Flemming 
(renfermant une quantité réduite d'acide acétique), coloration 
à l'hématoxyline ferrique. 

Une partie des conclusions de M. Meves concernant le rôle des 
mitochondries, n’était donnée à cette époque que comme une 
hypothèse très probable dans l'esprit de l’auteur. 

Dans les années suivantes un grand nombre de chercheurs 
et M. Meves lui-même, pensent montrer l’exactitude de ces vues. 
Ce sont les travaux de M. Duesberg sur la formation des myofi- 
brilles, de M. Hoven sur l'origine des neurofibrilles et sur l’éla- 
boration des grains de sécrétion, de MM. Policard et Mulon sur 
l'origine des pigments, de M. Meves (1910 à 1915), etc. 

En France, M. Regaud (1911) émet une théorie qui s’appa- 
rente à celle de Meves. Pour lui les mitochondries sont les 
agents de l'intussuception élective, c'est-à-dire de lintroduc- 
tion dans la cellule des substances amenées par le sang. En 
même temps, cesont des fixateursélectifs et des condensateurs. 
C'est une formation mitochondriale puissamment développée 
qui, selon toute vraisemblance, est l’agent sélecteur, introduc- 
teur et élaborateur des substances qui doivent passer par la 
cellule (fonction électique et pharmacopexique des cellules). 


RECHERCHES VITALES SUR LE CHONDRIOME. 


Certains auteurs ayant émis des doutessur la réalité des mito- 
chondries et supposant qu’elles pouvaient être des « artefacts », 
quelques travaux sont faits dans l'intention de déceler les 
mitochondries dans la cellule vivante (x) 

MM. Michaelis (1900), Laguesse, ne et Debeyre (1912), 
réalisent des colorations vitales de tissus animaux variés, 


(1) Pour avoir un exposé plus complet de la question se reporter au chapitre 
spécial concernant les colorants vitaux, 
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(glandes salivaires, foie, etc...) au moyen de vert Janus. Ils 
signalent que ce colorant a une affinité spéciale pour les mito- 
chondries, qui fixent Ie colorant et se détachent ainsi dans le 
cytoplasme de la cellule vivante. M. Laguesse y voit une indi- 
cation au sujet du rôle d’écleclosome attribué par M. Regaud 
aux mitochondries. M. Cowdry, par la même méthode, colore 
les mitochondries des globules sanguins de l’homme (1914). 

MM. Lévi, (1916) et Léwiss (MR et WH) (1915), observent 
les mitochondries dans les cellules vivantes d’embryon de 
Poulet cultivées « in vitro ». [ls colorent ainsi des filaments 
onduleux, souvent ramifiés, dont la forme est très instable et 
qu ils assimilent aux chondriocontes décrits par M. Meves. Ces 
observations tendent donc à montrer que les mitochondries ont 
une grande plasticité, se déformant sans cesse dans la cellule 
vivante. Ils croient que les mitochondries ne jouent 
aucun rôle dans les sécrétions, carils observent à côté d'elles des 
vacuoles et des globules d'huile qui n’ont aucun rapport 
génétique avec elles. 


EXTENSION DE LA THÉORIE PRÉCÉDENTE AUX VÉGÉTAUX. 


Nous avons vu que M. Meves avait signalé la présence des mito- 
chondries chez les Végétaux ; MM. Pensa et Levitzky corroborent 
ces résultats. Ce dernier auteur montre en 1911, que chez les 
plantes, l’un des produits de différenciation des mitochondries 
est constitué par les plastes ou leucites. C’est également à la 
même opinion qu'arrive M. Guillermond à peu près à la même 
époque. Depuislors, M. Guillermond a consacré aux mitochon- 
dries végétales de nombreux travaux. 

Dans une première phase de ses recherches, l’auteur fait 
l'application aux tissus végétaux des méthodes spéciales de 
fixation et de coloration au moyen desquelles les zoologistes 
tels que Altmann, Benda, Meves avaient étudié les mitochon- 
dries animales. 

Le principal résultat auquel arrive l’auteur en 19712, est le 
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suivant : tous les plastes des Phanérogames ont une origine 
mitochondriale ; les mitochondries apparaissent donc comme 
des éléments générateurs de plastes et l’on peut considérer 
ceux-ci comme des milochondries différenciées en vue d'une 
fonction délerminée. Mais de plus, étant donné Île rôle mul- 


tiple des mitochondries de la cellule animale, il pense que. 


celles-ci, dans la cellule végétale, doivent avoir un rôle beau- 
coup plus général que celui de former les plastes et il présume 
qu'elles contribuent à l'élaboration des produits de sécrétion 
et de différenciation divers (M. Guillermond, 1912): 

C'est là un but qu'il se propose de poursuivre dans l'avenir. 
Ou voit comment les recherches de M. Guillermond se relient 
à celles de M. Meves; ces préoccupations nouvelles vont 
l’entraîner à des erreurs. Conduit par cette idée, M. Guiller- 
mond est amené dans les années suivantes à des recherches 
sur l’origine des corpuscules métachromaliques et sur l'origine 
d’un pigment l’anthocyane. 

Les premiers de ces corps avaient été déjà étudiés par l’au- 
teur chez les Cyanophycées (1905), les Bactéries (1902), et chez 
les Champignons (1908). Ces recherches avaient montré que 
ce sont des produits de nature azotée, qui sont très abondants 
dans les filaments des Champignons, où ils semblent consti- 
tuer une réserve utilisée au moment de la sporulation. A 
partir de 1912, M. Guillermond indique dans une série de 
notes que ces produits sont élaborés par des mitochondries 
(1913, Anat. Anzeiger). 

Les pigments anlhocyaniques sont aussi d'après les travaux 
postérieurs de M. Guillermond élaborés par les mitochon- 
dries. L'auteur le montre d'abord dans le cas du Rosier (rot 
puis chez un grand nombre de plantes, d'abord au moyen 
d'observations vitales, puis en utilisant les méthodes mito- 
chondriales : sur le trajet des chondriocontes, se forment des 
sphérules du pigment qui vont ensuite se déverser dans les 
vacuoles. Le tannin se forme de même que l'anthocyane dans 
des mitochondries, (Guillermond, 1914, 1915): les idées de M. 


ie ect der gré smtesis Ari eleg an ms de cogne 25 re 
tt 


de au eu à 400 M 


éséciers 


PRES ETES 


OEM sé men der rm da 


CT 


Guillermond trouvent confirmation dans les travaux de MM. 
F. Moreau (1914) chez les Phanérogames, M"° F, Moreau (1913) 
chez les Algues, de M. Levitsky (1913) chez les Chambpi- 
gnons, de M. Mirande (1916) chez Azolla. Elles reçoivent de 
l'extension de la part de M. F. Moreau en ce qui concerne 
l’origine de deux pigments, la rhodoxanthine (1914) et la ly- 
copine (1916). Ainsi en 1916, M. Guillermond était arrivé à 
généraliser le rôle élaborateur des mitochondries. Le chon- 
driome élabore d’après lui, dans la cellule végétale : des pro- 
duits hydrocarbonés (amidon), des corpuscules albuminoïdes 
de réserve (corpuscules métachromatiques), des pigments assi- 
milateurs el pigments associés à ceux-ci (chlorophylle, xantho- 
phylle, et carotine), des pigments anthocyaniques et des 
tannins. Il présume encore le rôle possible du chondriome 
dans l'élaboration du glycogène des Champignons. La théorie 
du chondriome atteignait chez les végétaux son apogée. 


SYSTÈME VACUOLAIRE ET CHONDRIOME. 


Pendant l’année 1916, paraissent un certain nombre de notes 
de M. P. A. Dangeard qui vont contribuer à ruiner cette 
extension attribuée au rôle élaborateur des mitochondries. 

Au moyen de colorations vitales chez les Diatomées, les Algues 
filamenteuses, et des Champignons variés, l’auteur montre 
que très souvent les corpuscules métachromatiques ne sont pas 
préformés dans la cellule et que la substance qui les constitue 
ou mélachromaline se trouve ordinairement dissoute dans le 
suc vacuolaire où elle forme une solution colloïdale. L'action 

d'un colorant vital ou d’un fixateur comme l'alcool absolu, 
détermine la précipitation de corpuscules de tailles et de formes 
variées, (corpuscules métachromatiques), qui peuvent s’accu- 
muler sur les parois de la vacuole ou se montrer animés de 
mouvements browniens à l’intérieur du suc vacuolaire. Ainsi, 
la métachromatiné ne se montre jamais dans le cytoplasme 
ou dans le chromatophore des Algues, mais est toujours loca- 
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lisée dans les vacuoles. IL en résulte qu’elle n’a aucune rela- 
tion avec les mitochondries (M. P. A. Dangeard, 1916). 

Dans deux notes à la Société mycologique, M. P. A. Dangeard 
complète les résultats annoncés, par l'étude des Levures et 
des Mucorinées (1916). Peu de temps après, l'origine de l’an- 
thocyane et des tannins faisait l’objet d’une nouvelle commu 
nication (1916). 

En observant sur le vivant, ou au moyen de colorations 
vitales de jeunes pétales de Géranium, l'auteur arrive à cette 
conclusion que l’anthocyane et les tannins existent en solution 
colloïdale dans les vacuoles et n’ont aucune relation d'origine 
avec les mitochondries. La théorie du chondriome subissait là 
encore un nouvel échec. 

Dans les années qui suivirent, il s'établit entre M. Guiller- 
mond et M. P. A. Dangeard, une controverse au sujet des faits 
précédents. Elle s’est terminée en faveur de M. Dangeard, puis- 
que M. Guillermond s’est rallié à l'opinion de ce dernier au 


sujet de l'origine des corpuscules métachromatiques et de celle 


de l’anthocyane. Le rôle élaborateur du chondriome se réduit 


à la formation de l’amidon, parfois d'huile et aussi des pigments 
par les plastes qui constituent pour M. Guillermond une 
variété spéciale de mitochondries. [l en résulte une restriction 
considérable du rôle du chondriome et de son importance 
dans les sécrétions. 

Poussant plus loin les conclusions de ses recherches, M. Dan- 
geard pense que le rôle des mitochondries a du être fort 
exagéré également dans la cellule animale. Il pense que, dans 
ce domaine aussi, on a dû confondre des formations n'ayant 
entre elles aucun lien génétique. 

Dans tous les cas, dit-il, la théorie du chondriome en ce 
qui concerne la cellule végétale s'effondre, car les différen- 
ciations diverses ne prennent pas toutes leur origine dans un 
élément unique, la mitochondrie, mais proviennent de l’évolu- 
tion d'appareils distincts, qui sont déjà séparés et sans rapport 
entre eux dans les cellules embryonnaires (To18). 
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TRAVAUX SUR LE CHONDRIOME DANS LES CINQ DERNIÈRES ANNÉES. 


Dans ses travaux récents, M. Meves ne semble pas avoir eu 
connaissance des critiques de M. P. A. Dangeard au sujet de 
la théorie du chondriome. IL reprend en 1917 et en 1918 
l'étude des mitochondries végétales et ses travaux sont conçus 
dans le même esprit que précédemment. 

Eu 1917, il croit pouvoir affirmer que les microsomes qui 
selon certains auteurs, contribuent à l’épaississement de la 
membrane végétale, dérivent des mitochondries. (Ilemploie à 
celte époque le terme de plaslosome, au lieu de celui de chon- 
driosome). En 1918, il montre que les boules sécrétrices de na- 
ture protéique des tubes criblés d’une Liliacée (Chlorophytum 
Stlernbergianum) proviennent des plastosomes. 

M. Motlier en 1921, croit pouvoir montrer que les cristal- 
loïdes des grains d’aleurone proviennent de la réunion et de 
la fusion de chondriosomes entre eux ou des produits formés 
par des chondriosomes qui s'assembleraient à l'intérieur de 
cavités en forme de vacuoles. 

Dans une note à l'Académie, en 1921, nous montrons que 
cette manière de voir est certainement inexactle dans le cas du 
Ricin. Les grains d'aleurone appartiennent à l'appareil vacuo- 
laire et n'ont aucun rapport génétique avec les éléments 
étrangers du cytoplasme. Le cas est le même que celui de 
l'anthocyane et des tannins : jamais des chondriosomes ne 
pénètrent dans une cavité vacuolaire et jamais ils ne viennent 
déverser de produits figurés à l'intérieur d’une partie quel- 
conque du vacuome. 

M. Guillermond ayant abandonné l'idée d'un rôle général 
du chondriome dans l'élaboration des différenciations cellu- 
laires, pense que les mitochondries des Végélaux verts sont 
de deux sortes ; les unes sont affectées à la fonction chlorophyl- 
lienne ; ce sont les plasles ; les autres n’ont aucun rôle connu 
jusqu'à présent, ce sont les mnilochondries inaclives. 
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MM. Emberger et Mangenot adoptent les idées de M. Guiller. 
mond et pensent en vérifier l'exactitude, l’un chez les Pterido- 
phytes, l’autre chez les Algues. 

M. Dangeard ayant contribué à renverser l’idée du rôle 
général du chondriome, n'admet pas que l’on emploie le mot 


de mitochondrie. Pour lui, une cellule renferme des plastes, 
variés de formes (mitoplastes, sphéroplastes) et de fonction: 


(leucoplastes, chloroplastes, ete.) et des microsomes (ceux-ci 
doivent correspondre aux  mitochondries inactives de 
M. Guillermond) dont le rôle n’est pas connu. 


IL montre que la distinction de ces deux sortes d'éléments est 
en général facile et qu'ils n'ont pas de rapports entre eux. Voici. 


d'ailleurs les conclusions générales d’un travail récent(r). 


Conclusion. — L'essai de généralisation de la théorie de 


M. Meves chez les Végétaux n’a pas abouti à des conclusions 
exactes (travaux de M. Guillermond et de son école sur les 
corpuscules métachromatiques et l’anthocyane en 1914 et 1915, 
travaux de M. Mottier sur l'aleurone en 1921). Elle à même 
conduit M. Meves à des conclusions dont il est permis de 
douter (rôle du chondriome dans l’épaississement de la mem- 
brane et la production de sphérules protéiques, chez une 
Liliacée). 


(x) 1° Le plastidome et le spérome ont une existence aussi générale que le noyau 
dans la cellule végétale. 


20 Ces deux formalions sont nellement indépendantes : elles se transmettent 


parallèlement à travers les générations successives sans avoir aucun point de con- 
tact. 


3° Les plastes du plaslidome se présentent avec des formes très variables (sphéro= 


plastes, miloplastes, discoplastes etc.) ; ils jouent des rôles variés dans le métabolisme 
cellulaire ‘(zanthoplastes, carolinoplastes, chloroplastes, etc : amyloplastes, oléoplastes 
etc.). 

Les microsomes du sphérome sont normalement sphériques (sphérosomes) : la 
forme en bätonnet est un stade de division ou une déformation (milosomes) ; cer- 
tains aspects semblent indiquer une transformation possible des microsomes en 
globules oléagineux (oléosomes). 


h° Le plastidome et le sphérome existent dans les grains de pollen et dans le sac 


embryonnaire : leur présence dans l'œuf n’est pas douteuse ; il est nécessaire d'en 


tenir comple au point de vue de la transmission des caractères héréditaire (G. R 
Ac. Sc. 1922). 
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Nous avons vu le point de départ de la théorie en 1908 dans 
les travaux de Meves ; le point d'arrivée est tout autre. Grâce 
aux travaux de M. P. A. Dangeard, on peut dire qu'il ne 
subsiste plus rien chez les Végétaux de la théorie mitochon- 
driale telle qu’elle avait vu le jour. Il reste cependant acquis 
une connaissance plus précise d'éléments qui étaient déjà 
anciennement connus sous les noms de plastes et de gra- 
nules (1). En ce qui concerne la cellule animale, la question du 
chondriome n'est pas réglée. La solution sera intéressante par 
la comparaison qu’elle amènera avec la cellule végétale, mais 
l'on doit reconnaître qu’à l'heure actuelle, c’est plutôt cette 
dernière dont la connaissance peut servir de base à des 
recherches à entreprendre dans le domaine de la zoologie. 

A la suite des recherches récentes, le système vacuolaire, son 
évolution et son: rôle ont attiré l'attention plus qu'ils ne 
l’avaient fait jusqu'ici. 

Nous avons pensé, au moment d'entreprendre notre sujet 
d'étude, qu'il y avait place pour un travail consacré à peu près 
uniquement au système vacuolaire. Cette idée a été vérifiée en 
somme, par l'abondance des résultats nouveaux que nous 
avons obtenus en morphologie et en physiologie cellu- 
laires. 

Il s'agissait pour nous de préciser dans des exemples choisis 
l'évolution du système vacuolaire dans les organes en voie 
de croissance (bourgeons, plantules), de faire connaître l’évo- 
lution morphologique et chimique si possible ; enfin de 
répondre aux questions qu'il était légitime de se poser au sujet 
des vacuoles après les travaux de M. P. A. Dangeard : auto- 
nomie du système vacuolaire, nature de la métachromasie, 
persistance dans les graines de l’appareil vacuolaire, cause des 


(1) Une partie des granules avait reçu les noms de microsomes, (Hanstein, 
Zimmermann), mais les microsomes de M. Dangeard ont été définis spécialement 
par cet auteur d’après les caractères observés dans la cellule vivante et après fixa- 
tion et coloration par les méthodes mitochondriales. Ce sont de très petils corpus- 
cules, parfaitement sphériques dans la cellule vivante et se colorant en noir par 
l’hématoxyline ferrique après fixalion par la méthode de Laguesse. 
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aspects pseudo-mitochondriaux observés, comportement du 
système en coloration vitale et après fixation. 

Tous ces problèmes attendaient encore une démonstration 
au moment où nous avons fait nos premières recherches, et 
c'est ce qui a engagé M. P. A. Dangeard à nous confier ce 
sujet ce dont nous lui sommes très reconnaissant. Pendant 
l'exécution de ces recherches, des travaux parallèles aux nôtres 
ont été poursuivis par M. Guillermond et par ses élèves MM. 
Emberger et Mangenot. Cette situation nous a obligé à 
publier une série de notes préliminaires pour que nos propres 
observations gardent la place qu'elles méritent. 

Voici, exposées aussi impartialement que possible l'ensemble 
des recherches effectuées pendant cette période. En 1920, nous 
décrivons l'évolution des vacuoles dans les bourgeons de 
Gymnospermes où elle était inconnue : elle se montre avec 
des caractères comparables à celle qui existe chez les Phanéro- 
games et qui ont été mis en évidence par M. P. À. Dangeard. En 
novembre 1920, une note sur la métachromatine indique que 
la coloration vitale des vacuoles n’est pas due aux composés 
phénoliques puisque des vacuoles dépourvues de ces corps se 
colorent très nettement. La cause de la métachromasie en colo- 
ration vitale réside dans l’alcalinité des vacuoles et les tannins 
n'ont pas une origine mitochondriale, car leur formation ne 
constitue qu'un épisode des modifications chimiques produites 
dans le suc cellulaire. 

En 1921, un autre sujet est abordé, c’est celui de l’évolution 
de l’aleurone et de sa transformation en vacuoles pendant la 
germination. La formation des tannins et de l’anthocyane est 
encore observée d’une façon détaillée, et nous montrons qu’elle 
constitue une phase de l'évolution chimique du vacuome. 

Plus tard, l’évolution de l’aleurone du Ricin est décrite 
pendant la maturation et pendant la germination; la subs- 
tance fondamentale protéique du grain d’aleurone fixe le colo- 
rant vilal et se colore métachromatiquement : elle passe parfois 
avant de se transformer en vacuoles par des états filamenteux 
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et:réticulés. Quelque temps après, l’aleurone des Graminées 
fait l’objet d’une autre communication. Enfin nous.avons suivi 
dans le Rosier, au moyen de colorations vitales, l'évolution de 
l'appareil vacuolaire et la formation du tannin et de l’antho- 
cyane. L’anthocyane succède aux tannins à l'intérieur du 
vacuome et les tannins eux-mêmes font suite à des substances 
protéiques colorables vitalement avec métachromasie. 
Pendant cette période,.les publications de M. Guillermond sur 
l'appareil vacuolaire des Phanérogames sont nombreuses (1). 


. Ge sont en général des notes très courtes et leur énumération 


complète ne servirait qu’à montrer les idées successives de. 
l’auteur au sujet des vacuoles et les fluctuations de sa pensée au 
cours de ses travaux, Nous ne mentionnerons donc que les notes 
principales (1) :. 

En 1918, M.Guillermond croit pouvoir assurer que les colo- 
rations vitales des vacuoles sont dues aux composés phénoliques 
qu’elles renferment. La substance décrite comme métachro- 
matine chez les Végétaux supérieurs par M. P. A. Dangeard 
représente un composé phénolique. Il croit que les éléments 
signalés par M. Dangeard comme se colorant vitalement 
représentent des chondriocontes en train d’élaborer un composé 
phénolique. 

En 1919, M. Guillermond revient sur cette question de la 
métachromatine. Il pense que la substance décrite sous ce nom 
par M. P. À. Dangeard chez les Phanérogames est un composé 
phénolique ou tannoïde, ce qui explique son affinité pour le 
bleu de métylène (p.677). Il émet l’idée que les éléments fila- 
menteux des vacuoles décrits par M. P. À. Dangeard peuvent 
représenter des chondriocontes modifiés et il se propose de 
reprendre lui-même la question des vacuoles qui lui parait 
encore très obscure. En 1920, l’auteur consacre plusieurs notes 
aux vacuoles. Il constate comme l'avait fait M. P. À. Dangeard 
et nous-même que les vacuoles peuvent se montrer dans les 


(1) M. Guillermond a publié plus de vingt notes concernant les vacuoles de 1918 
à 1922. 
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méristèmes sous des formes pseudo-mitochondriales auxquelles 
il donne le nom de primordia des vacuoles. Il abandonne 
finalement l'opinion que les colorations vitales seraient dues 
à des composés phénoliques, mais il se refuse à admettre la 
présence de métachromatine chez les Végélaux supérieurs. (29 
Novembre 1920). 

En 1921, M. Guillermond publie un assez gros travail dans 
les Archives de Biologie et la question des vacuoles végétales est 
exposée assez longuement. L'auteur arrive finalement à une 
conception du système vacuolaire très voisine de celle de 
M. P. A. Dangeard. Il reconnaît avoir fait fausse roule au sujet 
de l’origine mitochondriale de l'anthocyane et des composés 
phénoliques, ainsi qu’au sujet de l’origine de la métachroma- 
tine. L'auteur tente un essai de synthèse des résultats obtenus 
concernant les substances vacuolaires, tant en raison de leurs 
caractères en coloration vitale qu'en raison de leurs propriétés 
après fixation. 

Plusieurs communications concernant les vacuoles ont eu 
lieu depuis 1921 ; nous les citerons en même temps que d'autres 
qui n'ont pas trouvé place ici, dans l'historique particulier 
qui a du être fait avant chaque chapitre. 


PREMIÈRE PARTIE 


Recherches sur l’évolution des vacuoles 
et la formation des tannins dans les méristèmes 


des Gymnospermes, 


INDICATIONS HISTORIQUES. 


Lorsque nous avons entrepris l’étude du système vacuolaire 
chez les Gymnospermes, on ne connaissait rien de son évolu- 
tion dans les divers organes de ces plantes : on ignorait même 
si le vacuome présentait dans ce groupe des caractères 
semblables à ceux qui venaient d’être signalés chez les Algues, 
les Champignons et aussi chez quelques Phanérogamies Angios- 
permes. 

Tout d'abord, il nous fut facile de constater que les jeunes 
feuilles des bourgeons de Conifères (If, Cèdre, Melèze, Abies 
etc.) se prêtaient très bien à l’emploi des colorations vitales. 
Mais une question se posa tout de suite : pourquoi les vacuoles 
se montraient-elles avec un colorant comme le bleu de crésyl, 
tantôt colorées en bleu, tantôt, mais plus rarement, colorées en 
violet, c’est-à-dire métachromatiques ? Le problème n'avait pas 
encore été abordé : le résoudre ayait un certain intérêt, car, à 
cette époque, une controverse s'était engagée entre M. Guiller- 
mond et M. P. À. Dangeard sur la question de la métachro- 
matine. M. Guillermond soutenait que la substance vacuolaire 
des Phanérogames n'avait aucun des caractères de la méta- 
chromatine et qu’elle ne se colorait même pas métachromati- 


quement. 
Les colorations vitales provenaient, selon lui, de la fixation 
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du colorant par des composés phénoliques fréquents dans la 
cellule végétale. 

Nos observations apportèrent la réfutalion de ces criliques, 
en montrant que le phénomène de la mélachromasie des 
vacuoles n’était pas un fait accidentel, mais qu'il se produisait 
régulièrement dans certaines cellules. Nous eûmes bientôt 
l'occasion .de reconnaître que la coloration métachromatique 
n'avait lieu que dans les éléments les plus jeunes et les moins 
différenciés du méristème des feuilles, c'est-à-dire dans les 
cellules embryonnaires. En outre, la comparaison que nous 
avons faite de l’action d’un autre colorant, le rouge neutre, a 
montré que ces cellules embryonnaires se teignaient en rouge 
orangé, ce qui indiquait une réaction légèrement alcaline, 
tandis que les vacuoles à tannin qui en dérivent, prenaient une 
teinte rose violacée accusant une acidité marquée. Ainsi, les 
cellules les plus jeunes des méristèmes, celles qui se colorent 
métachromatiquement en coloration vitale, doivent cette 
métachromasie à leur alcalinité. 

Cette découverte de l’état plus ou moins alcalin ou tout au 
moins neutre du milieu vacuolaire dans les cellules de méris- 
tème, chez les Gymnospermes, a été pour nous, dans la suite 
de ces recherches, un guide constant; nous avons vérifié que 
c’est une loi presque générale. 

A côté de ce problème concernant la réaction du suc 
vacuolaire, il.s'en présente un autre, qui est en étroite relation 
avec lui, c'est celui du mode de formation des tannins. 

C’est pourquoi celte étude peut encore être considérée comme 
celle de la naissance et de la formation d’un épiderme sécré- 
teur à lannin, et elle est ainsi une contribution à la connais- 
sance du mode de formation de ces composés. 

Les tannins, on le sait, sont des corps extrêmement 
répandus chez les végétaux. Ils donnent lieu à une exploitation 
industrielle dans les écorces de beaucoup d'arbres non seule- 
ment indigènes (Chêne, Châtaignier) mais aussi exotiques 
(Rhizophora, elc..….). 11s sont fréquents chez les Conifères : 
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tous les arbres étudiés par nous en renferment dans leurs 
feuilles ; les épidermes sont très souvent entièrement sécré- 
teurs et c'est principalement dans ce tissu que nous avons 
recherché de quelle manière apparaît le tannin. 

Un travail de ce genre sur les tannins n’a été abordé que 
d'une manière très incomplète, et les principales indications 
à ce sujet se trouvent dans des travaux déjà anciens (Klerker 
1888, Gardiner 1883). 

Le tannin des Conifères a été étudié au point de vue chi- 
mique, par Braemer; mais sa localisation cytologique n’a 
jamais fait l'objet d'aucun travail récent à ma connaissance. 
On n'a pas noté non plus le mode d'apparition d'un tannin 
dans un point de végétation, avec le lieu de son apparition et 
les caractères de sa formation rapide ou progressive. 

On sait, d'autre part, que ces corps ont été signalés comme 
dérivant des mitochondries, par M. Guillermond, M. Moreau, 
et dernièrement par M. Politis : les recherches de M. P. A. 
Dangeard ont réfuté cetle opinion et nous avons vérifié 
l'exactitude de ses vues, en ce qui concerne les Gymno- 
spermes. 

Il est nécessaire de donner maintenant quelques renseigne- 
ments sur la technique des colorations vitales qui a servi pour 
ces recherches, puis nous décrirons l’évolution des vacuoles 
dans l’If, premier exemple sur lequel ont porté les observa- 
tions chez les Conifères ; l’évolution des vacuoles sera décrite 


ensuite dans les autres types. 


TECHNIQUE DES COLORATIONS VITALES. 


On considère ordinairement que l'observation de la cellule 
vivante n’est possible que dans des cas assez limités. Lorsqu'il 
s'agit en outre d'observer des cellules colorées vitalement, il 
est bien évident qu'on se heurte à des difficultés plus grandes 
encore que celles qui résulteraient d’un simple examen direct, 
çar l’action du colorant n’est pas immédiate; elle doit souvent 
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être prolongée, ce qui risque fort de désorganiser et finalement 
de tuer les éléments que l'on désire observer. 

C'est pourquoi le choix des objets pour lexamen en colora- 
tion vitale a été longtemps assez restreint. 

Pfeffer a utilisé à cet effet des plantes assez variées, dont ila 
observé surtout les épidermes, à cause de leur situation super- 
ficielle ; les épidermes des jeunes racines se prêtent très bien à 
ces expériences et il n’a tenté que plus rarement de colorer 
vitalement les jeunes organes aériens. 

M. P. A. Dangeard a beaucoup élargi le mode d'emploi des 
colorants vitaux, en montrant qu’on peut colorer des organes 
aériens (jeunes feuilles, jeunes pétales, etc...) lorsque ceux-ci 
sont encore très jeunes et que l’épiderme est encore perméable, 
ou bien en utilisant la pénétration du colorant qui se fait peu 
à peu par les surfaces de section des petits objets placés dans 
le bain colorant. Il a fait ainsi des colorations chez les Gera- 
nium et Pelargonium, les Asparagus, etc... Tous les jeunes 
organes étudiés par lui s'étant montrés colorables vitalement, 
il a conclu à Ia généralité du phénomène chez les Phanéro- 
games. En outre, M. Dangeard colorait vitalement les levures, 
les filaments et les spores de champignons variés et de nom- 
breuses algues (Chlorophycées, Phaeophycées, Chlamydomo- 
nadinées). 

Lorsque nous avons fait nos premiers essais de coloration 
vitale, nous avons employé la même technique, qui avait 
réussi à M. P. A. Dangeard : elle consiste en une immersion 
de durée variable des objets vivants, dans une solution plus 
ou moins concentrée du colorant vital. 

Une des difficultés réside dans l'appréciation de la concen- 
tration optima, car on ne peut donner une règle absolue en 
cette matière qui dépend beaucoup des exemples sur lesquels 
on opère, et aussi du colorant vital employé. Ainsi, le rouge 
neutre étant peu toxique, peut servir avec une concentration 
assez forte sans inconvénients (1/5000). Le bleu de méthylène 
et le vert Janus seront au contraire employés très dilués 
(1/100.000), 
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D'autre part, il arrive fréquemment que les solutions de 
rouge neutre préparées d'avance se précipitent d’elles-mêmes, 
ce qui ies met hors d'usage, et il est pratiquement commode 
de fabriquer sa solution au moment de s'en servir, en jetant 
un peu de poudre colorante dans unc petite quantité d’eau. 
En opérant de cette faço2, il faut apprécier au jugé la concen- 
tralion optima Celle qui réussit dans le plus grand nombre 
de cas, correspond à une solution de bleu de crésyl ou de rouge 
neutre variant entre 1/1000 et 1/10.000. 

Les solutions faibles, au 1/100.000 et même au 1/1.000.000, 
ont été préconisées par Pfeffer. Ceci ne convient que pour 
des colorants à grand pouvoir tinctorial comme le bleu de 
méthylène qui possède encore, dilué au r/100.000, une 
coloration très appréciable (une goutte de solution placée sur 
lamelle a une teinte bleue très nette); au contraire, une solu- 
tion de bleu de crésyl à la même concentration est à peine 
teintée (une goutte sur lamelle paraît incolore. Il en est de 
même pour le rouge neutre. Ces deux colorants n’ont d'ailleurs 
pas été employés par Pfeffer. 

Pour les teintures vitales, les matières colorantes qui peu- 
vent être utilisées sont nombreuses ; nous en donnons plus 
loin la liste, avec les caractères de leur coloration dans un 
chapitre spécial ; les deux principaux sont le rouge neutre et 
le bleu de crésyl. Lorsqu'on a en vue seulement de mettre en 
évidence les vacuoles, il est préférable de se servir d'un ou 
deux colorants reconnus comme étant les meilleurs ; employés 
dans ce but, le bleu de crésyl et le rouge neutre donnent 
toute satisfaction et nous leur avons donné la préférence sur 
tous les autres. 

Lorsque nous avons étudié de jeunes feuilles, il nous a 
paru qu'il était à peu près inutile de réaliser un milieu isoto- 
nique parfait pour observer les cellules vivantes. En effet, les 
jeunes feuilles entières ou les fragments de feuilles peuvent 
être examinés dans l’eau ordinaire sans aucun inconvénient ; 
dans, ces conditions, tant que les membranes ne sont pas 
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lésées, la cellule est protégée et peut rester vivante pendant 
des hcures sans aucune altération, ne laissant filtrer l’eau et 
les colorants qu'avec une extrême lenteur. La plupart du temps 
même, la pénétration du colorant n'a pas lieu à travers les 
épidermes intacts et se produit seulement par la région cou- 
pée de l'organe ; si l’on veut alors colorer vitalement certains 
éléments particuliers, il faut faire une incision appropriée dans 
les tissusiet amener ainsi les cellules dont on veut obtenir la 
coloration, assezprès d’une surface de section. Par cette région. 
l'eau et le colorant pénétreront suffisamment pour amener au 
bout de quelque temps, la coloration des éléments que l’on a 
en, vue. 

Un exemple illustrera cette manière de faire. Chez le Rosier, 
il existe dans.les jeunes folioles, des cellules situées principa- 
lement à l'extrémité des. dents, dont le contenu cytoplasmique 
est très épais et le vacuome invisible ; il est très intéressant, 
par conséquent, d’en obtenir la coloration vitale. Or, si l’on 
place une foliole dans une solution d’un colorant vital, celui-ci 
ne passe qu'au niveau de la surface de section et ne réussit 
jamais à pénétrer au travers des membranes intactes. Il en 
résulte l'impossibilité à peu près complète d’obtenir par ce 
moyen la coloration vitale des dents qui sont trop éloignées 
d'une surface coupée, car si l’on prolonge le séjour dans le 
bain colorant, il se produit bien à la longue une entrée 
du colorant, mais elle coïncide avec la mort ou l’altération de 
la cellule. 

Au contraire, si l’on fait une section passant très près de la 
base des dents, ‘il sera facile de produire la coloration des 
cellules embryonnaires qui se trouvent à l'extrémité ou à la 
base de certaines dents. 

Ces indications peuvent paraitre superflues ; cependant, ce 
sont parfois des artifices de ce genre qui permettent de réussir 
là où d’autres ont échoué. 

Le temps nécessaire pour obtenir une coloration vitale est 
très variable ; il dépend principalement de la perméabilité des 
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objets étudiés et de la nature du colorant employé. Il faut 
parfois plusieurs heures pour obtenir un résultat important 
et avec certaines teintures spéciales (vert Janus) un contact de 
vingt-quatre heures avec le colorant peut être nécessaire. 

La méthode des colorations vitales qui vient d'être exposée 
soulève certaines objections qu'il faut examiner. 


RÉALITÉ DES IMAGES FOURNIES PAR LA MÉTHODE 


DES COLORATIONS VITALES. 


On fait quelquefois aux colorations vitales le reproche 
d’altérer la cellule et de donner ainsi des images artificielles 
des éléments cellulaires. 

IL est possible que certaines colorations vitales employées 
par les zoologistes, aient donné lieu à des « artefacts », car 
l'observation de la cellule animale vivante et non altérée est 
difficile et demande l'emploi d'un liquide conservateur spécial 
tel que l’eau salée physiologique, ou un autre milieu, rendu 
isotonique des cellules qui y sont placées. 

En outre, la membrane généralement mince et très per- 
méable des cellules animales, les rend plus sensibles que les 
éléments végétaux aux variations des conditions de milieu. 
Pour toutes ces raisons, il se peut que certaines colorations 
dites « vitales » effectuées dans les tissus animaux, ne soient en 
réalité que des colorations « postvitales », c’est-à-dire faites 
dans des cellules légèrement altérées. 

Cependant le cas doit être assez rare, car il existe une sorte 
de compensation à tous ces inconvénients : ainsi, la perméa- 
bilité des membranes, nuisible à une étude prolongée dans un 
milieu qui ne serait pas rigoureusement isotonique, se prête 
d'autre part à une rapide pénétration et fixation du colorant, 
ce qui permet de réduire beaucoup le temps de l'observation. 

En ce qui concerne la cellule végétale, la revue des prinei- 
paux travaux permettra de se rendre compte de la valeur de 
la méthode. 

Pfeffer, le premier en date, a obtenu la coloration vilale, soit 
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du cytoplasme, soit surtout celle des vacuoles adultes. Dans le 
premier cas, la coloration était diffuse et donnait des résultats 
assez peu nets ; dans le second cas, le plus souvent réussi, les 
vacuoles étaient évidemment colorées dans leur état normal et 
sans modification, car la cellule restait capable de plasmolyse 
et les mouvements du protoplasme continuaient à s'effectuer. 
Pfeffer a remarqué, en outre, que lorsque la mort survenait, 
le noyau et le cytoplasme, jusqu'alors incolores, se teignaient 
aussitôt, et l’on a ainsi un criterium de la vie et de la mort 
de la cellule. 

Les recherches de M. P. A. Dangeard ont porté principa- 
lement sur de jeunes organes aériens. Les formes vacuolaires 
qu'il décrit (filaments, réseaux) sont bien des états normaux et 
réels, car on peut les observer parfois sans aucune coloration, 
lorsque le varuome est réfringent ou lorsqu'il est coloré par 
l’anthocyane. 

Par conséquent, lorsque ces formes s'observent après colo- 
ration vitale, dans des cellules qui ne montraient rien aupara- 
vant, on peut bien affirmer leur existence réelle. D'ailleurs, 
ainsi que nous le verrons, les réseaux se retrouvent parfois 
après fixation, sous forme de minces canalicules incolores. 

Les recherches de M. Guillermond, qui font suite à celles de 
M. P. A. Dangeard et portent sur des objets analogues, con- 
firment la même opinion et la réalité des stades d'évolution 
vacuolaire observés par M. P. À. Dangeard n'a pas été contestée. 

Les mêmes conclusions peuvent être lirées de nos propres 
études vitales: elles conduisent, comme nous le verrons, à 
des résultats positifs aussi nets, que ceux donnés par les 
- méthodes de fixation ordinaires. Au fur el à mesure que les 
questions se poseront, elles seront discutées au cours du tra- 
vail; cependant, il est bon d'indiquer ici les principales 
garanties dont on peut s'entourer. 

[l'est toujours nécessaire, avant coloration vitale, de faire un 
examen direct et immédiat des cellules vivantes. Avec un peu 
d'habitude, on arrive à voir ainsi, dans presque tous les cas, 
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: le noyau, dont le contour est ordinairement très visible. 
Lorsque sa limite n’est pas nette, sa place est toujours indi- 
quée par une zone de réfringence spéciale, très visible lorsqu'on 
fait varier rapidement la vis de mise au point. 

Les plastes sont généralement visibles, surtout lorsqu'ils 
sont amylifères, car ils possèdent alors une réfringence accusée 


due à l’amidon; les microsomes très petits sont, pour cette rai- 
son difficiles à voir, bien qu'ils soient toujours très réfrin- 
gents. 

Les vacuoles se voient bien lorsqu'elles sont de grande 
taille ; dans les méristèmes, elles sont parfois sous forme de 
filaments ou de réseaux très réfringents (vacuoles tannifères), 
ou colorées naturellement (vacuoles anthocyanifères). Très 
souvent, par contre, dans les méristèmes, elles sont à peu près 
complètement invisibles, parce qu'elles ont la même réfrin- 
gence que le cytoplasme. Il faut alors, pour les voir, faire une 
coloration vitale ou une fixation suivie de coloration. 

On peut donner les raisons suivantes du peu de dommages 
causé aux cellules par une coloration vitale réussie : 

1° La cellule reste douée de mouvement et les granulations 
du cytoplasme continuent à se déplacer normalement (mouve- 
ment des microsomes). 

2° Les divers éléments cellulaires, noyau, plastes, micro- 
somes, cytoplasme, demeurent incolores : lorsque laltération 
survient, elle se manifeste aussitôt par la coloration du noyau. 

3’ Le cytoplasme et le noyau conservent leur aspect homo- 
gène; au contraire, lorsque la mort intervient, il se produit 
une précipitation qui se révèle très nettement par une appa- 
rence granuleuse de ces éléments. 

4° L'appareil vacuolaire lui-même s’il est constitué par une 
substance visqueuse, ce qui est souvent le cas dans les éléments 
jeunes, se déforme et subit des modifications incessantes du 

fait des mouvements normaux du cytoplasme {ces déforma- 
tions sont comparables à celles qu'on peut observer sur un 
vacuome réfringent), 
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Évolution des vacuoles chez l'If (Taxus baccata). 


ART. 1. — ÉVOLUTION VACUOLAIRE DANS L'ÉPIDERME 
DES FEUILLES (Fig. 1 et PI. I, fig. de 1 à 10). 


Nous avons cherché à observer de très jeunes feuilles et le 
point végélatif lui-même chez l’If de façon à connaître les 
premiers stades des vacuoles. Pour cela, nous avons étudié 
des bourgeons cueillis à diverses époques de l’année. Nos 
recherches ont pris pour type l'If, parce qu’il est facile de s’en 
procurer des bourgeons et parce que les feuilles sont presque 
planes, ce qui facilite l'observation. 

C'est ainsi que les jeunes feuilles ont pu être examinées 
entières, dans une goutte d’eau ou dans une goutte de la solu- 
ion du colorant vital. 


A. Coloration vitale. — Elle a été réalisée au moyen du 
bleu de crésyl, du bleu de méthylène et du rouge neutre. Ces colo- 
rants ont montré une action inégale. C’est avec le rouge 
neutre que la réussite est la plus aisée ; le bleu de crésyl est 
presque aussi commode et il est supérieur au bleu de méthy- 
lène qui pénètre difficilement dans les cellules embryonnaires. 


B. Caractères du vacuome dans le point de végéta- 
tion. — Il n’est pas très facile d'isoler le sommet du point 
végétalif, et, lorsqu'on à réussi à le faire, il faut encore obtenir 
la pénétration du colorant vital dans les cellules. 

Cette assez délicate opération a été réussie pour les pre- 
mières ébauches foliaires qui prennent naissance à la base du 
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cône végétatif. (Fig. 17, Pl X). Elles sont complètement 
dépourvues de tannin, comme le cône lui-même et le vacuome 
des cellules se colore en orangé par le rouge neutre, ce qui 
indique une réaction basique. 

La substance vacuolaire est assez abondante, mais sa consis- 
tance doit être assez épaisse, car elle prend des apparences 
de réseaux dont la forme varie et se montre très irrégulière 
Wa. 10; pl. 1). 

Dès que l’on s'éloigne un peu de la base du point végétatif 
et qu'on observe les premières petites feuilles individualisées, 
on remarque l'apparition du tannin dans la pointe de la feuille, 
puis le long de la nervure médiane. Ces petites feuilles ont 
alors de o mm. 5 à 2 mm. de longueur, et leur forme 
est lancéolée, assez différente, par conséquent, de celle qu'elles 
auront plus tard {jig. 19, pl. À). 

Déjà. sans aucune coloration, sur la feuille vivante, on note 
deux sortes de cellules dans l’épiderme. Il existe d’une part, des 
cellules sécrétrices à grosses vacuoles réfringentes, qui sont 
des cellules tannifères déjà formées; elles sont surtout abon- 
dantes au sommet de la feuille. Les autres cellules sont plus 
petites, plus allongées, et elles se divisent plus activement, 
Elles sont groupées en ilots répartis dans tout le limbe, mais, à 
la base de la feuille, elles sont en majorité. On remarque à 
leur intérieur un gros noyau occupant une grande partie de 
la cavité cellulaire et quelques granules brillants dans le 
cytoplasme, qui correspondent, les uns aux microsomes, les 
autres aux plastes. 

Elles paraissent absolument dépourvues de vacuoles. Ce sont 
des cellules embryonnaires, dont le nombre diminue gra- 
duellement à mesure que la feuille grandit, parce qu'elles se 
transforment en cellules tannifères ; dans le sommet du point 
végélatif, au contraire, on trouve uniquement des cellules à 
caractères embryonnaires ne renfermant pas trace de tannin. 

En somme, en examinant une feuille suffisamment jeune, 
on observe de la base au sommet, l’évolution de l’épiderme 
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lannifère à partir d'éléments embryonnaires comparables à 
ceux du sommet végétatif ou des premières ébauches. Ceci 
résulte de ce que la feuille d'If possède un mode de croissance 
basipèle, c'est-à-dire que la feuille s'accroissant sans cesse par 
sa base où se trouvent les éléments jeunes en voie de division 
active, les éléments les plus anciens se trouvent reportés sans 
cesse vers son sommet. C’est pendant cette évolution que se 
produisent d’intéressantes transformations du vacuome. 


C. Vacuome des cellules embryonnaires. — Le 
vacuome est invisible sur le vivant, parce que sa réfringence 
ne permet pas de le distinguer du cytoplasme (fig. 16, pl. À). 

On a donc l'impression que ces éléments embryonnaires 
ont un cytoplasme plein, où les vacuoles manquent complète- 
ment. 

Pour se rendre compte de l'existence du vacuome, il faut 
absolument avoir recours aux colorations vitales, car nous ver- 
rons qu'après fixation, il est impossible de le différencier d’une 
manière satisfaisante. 

Les colorants vitaux mettent en évidence, avec la plus 
grande netteté, de petits grains et surtout des filaments con- 
tournés de façon irrégulière et variable ; ces éléments sont très 
fins et de la taille figurée pour les mitochondries. On les trouve 
souvent groupés aux deux pôles de la cellule où le cytoplasme 
est plus abondant, et ils y forment parfois des filaments 
enchevêtrés. Très fréquemment, l’ensemble du vacuome de la 
cellule figure un réseau, dont les éléments sont extrêmement 
ténus et voisins de la limite de la visibilité ; néanmoins, 
comme ils sont colorés fortement, ils se détachent très nette- 
ment sur le fond incolore. Les trabécules qui passent entre le 
noyau et la membrane dans la zone cytoplasmique la plus 
mince, dessinent par leur ensemble une sorte de corbeille 
périnuciéaire fig 7120 2820 A0 1) 


D. Caractères chimiques du vacuome. — Ïl est remar- 
quable de constater une différence de coloration très nette 
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entre les vacuoles sécrétrices à tannins et les débuts vacuolaires 
des cellules embryonnaires. 

Les cellules tannifères se teignent toujours en bleu avec le 
bleu de crésyl et le bleu de méthylène, en rose avec le rouge 
neutre (fig. 9, pl. D). Cette dernière coloration indique un 
contenu vacuolaire dont la réaction est, soit neutre, soit légè- 
rement acide (fig. {et 2, pl. 1). 

Au contraire, le vacuome des cellules embryonnaires se teint 
en violet avec le bleu de crésyl et le bleu de méthylène, et en 
orangé ou brun avec le rouge neutre (fig. 8, pl. 1). Cette der- 
nière observation montre que le contenu vacuolaire est légè- 
rement basique. Ce phénomène de virage de teinte que nous 
avons constaté dans les cellules Jeunes est un phénomène de 
mélachromasie. I ne peut être dû, dans le cas présent, qu’à 
une différence de réaction d'’alcalinité du vacuome. 

Cette raison s'impose d'elle-même pour le rouge neutre qui 
est un indicateur coloré très sensible: elle doit aussi jouer 
pour les autres colorants (1). 

Nous avions cru, au début, que la teinte violette prise par le 
bleu de crésyl, pouvait être due à la petitesse des filamentscolorés 
qui se montraient sous une épaisseur très faible. Il n'en est 
rien, car nous avons observé plus tard des vacuoles déjà 
grandes et qui prenaient cependant une teinte violette. La 
coloration spéciale du vacuome des cellules embryonnaires 
est donc due à sa réaction basique. 


E. Réaction des tannins. — Nous avons cherché à savoir 
si ce vacuome, renfermait déjà des produits tanniques ; nous 
avons, pour cela, traité de jeunes feuilles fraiches par une 
série de réactifs. 

Toutes les réactions des tannoïdes se sont montrées négatives ; 
les meilleures indications à cet égard sont fournies par l'acide 
osmique, et surtout le bichromate de K à 5 0/0 qui n'altère 
pas sensiblement la cellule et qui a l'avantage de ne pas 


(1) Se reporter au chapitre spécial où nous discutons de la métachromasie, 
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colorer les microsomés comme l'acide osmique:; toute chance 
de confusion est donc écartée ; il ne faut passe dissimuler 
qu'il s’agit là d’une recherche très délicate, car on opère sur 
de très petites quantités de substance, à cause du faible volume 
des éléments du vacuome dans ces cellules jeunes. 

Néanmoins, l'absence de composés tanniques ou phé- 
noliques doit être acceptée sans aucun doute dans ces élé- 
ments, et voici pourquoi : lorsque la cellule embryonnaire 
évolue vers un élément tannifère, l'apparition du tannin est 
progréssive et tous les intermédiaires existent et s'observent, 
entre la cellule dans laquelle les réactifs ne montrent aucune 
sécrétion et celle où ils précipitent et colorent quelques gra- 
nules de produits tanniques. Or, à cette échelle d'évolution 
chimique, correspond exactement une échelle de teinte avec 
le rouge neutre qui donne successivement une coloration 
orangée, puis brune, puis rouge brique, puis rose. Il n'est 
donc pas douteux que le tannin apparaît comme une substance 
surajoutée à une autre substance fondamentale dont la réac- 
tion est alcaline. Cette substance fondamentale dont la nature 
est certainement protéique, représente pour nous la mélachro- 
maline, telle que l'a définie M. P. A. Dangeard, c'est à-dire 
une matière existant dans toutes les vacuoles et caractéristique 
du système vacuolaire. 

Cette substance existerait à l’état concentré dans les éléments 
jeunes du vacuome, elle se diluerait peu à peu et s’incorpo- 
rerait d’autres éléments pendant la croissance et l’évolution 
de la vacuole. 

Le vacuofne des cellules embryonnaires a une forme très ins- 
table. Les éléments filamenteux et les réseaux se modifient en 
effet constamment sous l'influence des mouvements créés par 
le métabolisme. 

L’irrégularité même de ces formes, leur variété, sont bien 
propres à nous déconcerler : on ne peut manquer d'être 
frappé de l'absence d’ordre que révèlent les déformations de 
l'appareil vacuolaire. Là, rien ne peut être prévu à l’avance et 


: 
< 
{ 


Le 


CRT ve 


nous n'avons pas une idée bien nette des raisons qui font 
qu'un trabécule se rompt ou qu’une anse d’un filament se 
redresse ou s’enroule. Si l’on considère le vacuome comme un 
élément mort de la cellule et simplement comme le dépôt 
d’une certaine quantité de substance plastique dans le cyto- 
.plasme, il faut se représenter les déformations de cet appareil 
comme une image négative en quelque sorte des déformations 
du cytoplasme lui-même. 

C'est pendant la croissance des feuilles qui a lieu au prin- 
temps, que les cellules embryonnaires se transforment en cel- 
lules sécrétrices à tannins. L'apparition du tannin se fait peu 
à peu, comme nous l'avons vu, et elle peut être suivie au 
moyen de réactifs sensibles comme l'acide osmique à 1 o/o ou 
le bichromate à 3 0/0. On peut encore retracer les étapes de 
cette formation au moyen des colorations vitales au bleu de 
crésyl ou au rouge neutre, car, dès que le vacuome renferme 
une petite quantité de tannins, il n'y a plus métachromasie, 
et la teinte prise par l’appareil vacuolaire est la teinte naturelle 
du colorant, (bleu pour le bleu de crésyl et le bleu de méthy- 
lène, rose pour le rouge neutre). — Pendant cette évolution, 
des couleurs intermédiaires s'’observent entre la teinte méta- 
chromatique et la teinte naturelle. Ce sont des violets bleus 
pour le bleu de crésyl et des rouges brique pour le rouge 
neutre. 

Quant à l’évolution morphologique du vacuome filamenteux 
ou réticulé des cellules embryonnaires en grandes vacuoles 
typiques tannifères, elle s'effectue suivant une marche tout à 
fait normale qui correspond à celle qu'a décrite M. P. A. Dan- 
geard chez les Geranium. Les filaments et les réseaux des 
cellules embryonnaires se gonflent, s'hydratent, prennent une 
importance de plus en plus grande dans la cellule. Il se pro- 
duit en somme une dilatation considérable de tout l'appareil 
vacuolaire. Les éléments si ténus du vacuome embryonnaire 
se gonflent énormément, par suite d’une augmentation de la 
quantité de substance vacuolaire et par suite de l’accumula- 
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tion intense des produits tanniques à l'intérieur des vacuoles. 

Cette évolution se produit chez l'If, à l'époque où les bour- 
geons se développent en pousses feuillées, c’est-à-dire au mois 
de mars et d'avril. À ce moment, les feuilles qui viennent de 
s'épanouir sont très riches en tannin. L'épiderme est alors 
entièrement tannifère sur la face interne des feuilles (jeune 
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Fig. 1. — Evolution des vacuoles chez l'If. 


1. Portion d'épiderme après action de l'acide osmiqu?; trois cellules embryonnaires sont 
entourées de cellules tannifères. — 2, 3, 4, 5. Cellules embryonnaires après coloration 
vilale métachrematique montrant les formes jeunes du vacucme. — 6, 7, 8,9. Cel- 
lules après coloralion vitale montrant les formes âgées du vacuome qui se sont impré- 
gnées de lannin. — Les petits grains figurés sont les microsomes. 


- 


feuille de 5 mm. de long.) et formé de cellules à grandes 
vacuoles adultes. Il est tannifère en grande partie sur la face 
externe des feuilles (pointe de la feuille, zone médiane cor- 
respondant à la nervure). Il persiste seulement de larges zones 
sur les côtés et à la base, qui restent encore dépourvues de 
sécrétion. 

Sur des feuilles un peu plus développées d'avril (long. 
1 C/m), l'épiderme de la face interne est encore entièrement 
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tannifère, celui de la face externe est devenu tannifère com- 
plètement, sauf pour les cellules stomatiques (r) qui se sont 
différenciées. 

Ainsi il se fait une transformation quasi totale des cellules 
épidermiques, en éléments tannifères. 

Un cas intéressant est celui où le système vacuolaire est 
disposé en deux masses placées aux deux extrémités de la cel- 
lule et qui sont réunies par des trabécules irréguliers dans la 
zone étroite située entre le noyau et la membrane. Par cette 
disposition, toutes les parties du système se trouvent en com- 
munication les unes avec les autres (fig. 16. pl. X). 

Lorsque l'évolution vacuolaire est achevée, le noyau rejeté 
sur le côté est caché en partie par la substance sécrétée, ou 
bien il demeure dans la partie centrale de la cellule, puis se 
trouve presque complètement entouré cependant par la masse 
de sécrétion. C'est la condition qui existe normalement dans 
les feuilles adultes. 


ART. — 2. RECHERCHES SUR LA NATURE DU TANNIN 
DES FEUILLES D'IF. 


Nous avons cherché à reconnaître quelle était la nature du 
tannin renfermé dans les feuilles de l’If, par des réactions 
microchimiques. Voici quelle est l’action des réactifs ordi- 
naires des tannins sur des feuilles fraîches : 


A. Acide osmique à 1 o/o ou 2 0/0. — Il colore en noir 
intense la substance des vacuoles à tannins. La réduction qui 
se fait au niveau de l’appareil vacuolaire est accompagnée 
d’une bonne fixation de la forme réelle du vacuome, ce qui 
rend ce réactif précieux. On constate que le tannin peut appa- 
raître dans le vacuome, alors qu'il est encore au stade filamen- 
teux et l’acide osmique fixe ces réseaux vacuolaires dans tous 
leurs détails en les colorant en noir : par contre, les cellules 


(1) Cette absence de tannin dans les cellules stomatiques paraît être assez géné- 
rale dans le cas d’un épiderme tannifère (feuilles de Conifères, plantules). 
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émbryonnaires ou les colorations vitales décèlent des réseaux 
analogues, ne se colorent pas par l'acide osmique, et leur 
vacuome reste invisible après fixation. La métachromatine 
que contient ce dernier ne réduit donc pas l'acide osmique ou, 
du moins, elle le réduit aussi faiblement que le cytoplasme 
ou le noyau, ce qui ne permet pas de la distinguer de ces 


derniers. 


B. Bichromate de K à 3 0/0. — Ce réactif colore en brun 
la substance vacuolaire des cellules tannifères ; il donne une 
très bonne localisation de ces cellules, mais il fixe moins bien 
que l'acide osmique les éléments délicats du vacuome ; les 
filaments et les réseaux sont altérés et transformés en petites 
gouttelettes qui s’isolent. On peut cependant se servir de ce 
réactif pour obtenir une fixation en même temps qu une colo- 
ration parfaite des formes fragiles du système vacuolaire en 
l’'employant, mélangé à du formol à 4o 0/0, dans les propor- 
tions indiquées pour le fixateur IV de Regaud (x). 


C. Sels de fer. — Le chlorure ferrique colore en bleu noir 
la substance vacuolaire des cellules tannifères, mais ce réaclif 
déforme la cellule, ce qui entraîne une localisation du tannin 
très imprécise. 


Le sulfate de fer a donné de meilleurs résultats. 


D. Réactif de Braemer (Acétotungstate de Na). — Le 


réaclif est mis en contact pendant quatre heures avec les jeunes 
feuilles fraîches. 


Il se produit une coloration jaune fauve des vacuoles sécré- 


trices, mais il n’y a aucune coloration dans les cellules 
embryonnaires. 


E. Réactif de Courtonne (Acétate neutre de Pb.). — Donne 
un précipité jaune fauve, un peu orangé, dans les cellules à 
tannin. Ce réactif fixe bien les cellules qui ne sont pas désor- 


(1) Bichromate de K à 3 0/0, 3 volumes ; formol à 4o o/o, 1 volume, 
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ganisées. Ce résultat est probablement dû à l'acide acétique 
qui sert à neutraliser et qui reste en excès. 

F. Hypochlorite de soude. — Ce réactif, au moment de 
sa pénétration, et avant qu'il n'ait eu le temps de détruire la 
cellule, communique une coloration orangée immédiate et 
très nette aux vacuoles des cellules tannifères. 


G. Eau iodo iodurée. — Il se fait une coloration orangée 
des cellules à tannins et c’est le suc cellulaire des vacuoles qui 
prend cette coloration (1). | 

Dans les cellules cylindriques du tissu en palissade, il n’y a 
pas d'amidon : si l'emploi de l’eau iodée n'a pas été prolongé, 
les plastes restent verts tandis que les vacuoles à tannins 
prennent une teinte orangée. 

Cette coloration remarquable peut ne pas être due aux tan- 
nins, mais provenir d'autres substances du suc cellulaire 
présentes (Alcaloïdes, Albuminoïdes) ; une solution alcoolique 
d'iode ne donne pas une différenciation analogue. 


H. Essais de cyvanure de K. — Emploi d'une solution con- 
centrée. — Au bout d’une heure, il n'y a aucune coloration 
des cellules à tannin ; après 24 heures, pas davantage de colo- 
ration, il faut en conclure qu’il n’y a pas d’acide gallique dans 
les vacuoles. 

I. Essai des réactifs des tannins après l’action des 
fixateurs. — L'alcool employé comme fixateur des feuilles 
dissout rapidement le tannin. Les vacuoles ne donnent plus 
en effet les réactions caractéristiques, ni avec l'acide osmique, 
ni avec le bichromate. 

Après fixation au formol à 4o o/o, tous les réactifs des 
tannins peuvent être employés avec succès : le formol conserve 
donc très bien le tannin et le rend d’ailleurs insoluble, car les 
feuilles qui ont été ainsi fixées peuvent être ensuite conservées 
sans inconvénient dans l'alcool. Sur des feuilles ainsi fixées 
et conservées, on pourra donc plus tard localiser le tannin, 


(1) I s’agit d’une coloration du suc vacuolaire sans précipitation. 
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soit au moyen de l'acide osmique, soit au moyen du bichro- 
male. 

Nous avons d’ailleurs constaté que les vacuoles sécrétrices, 
dans ces conditions, prenaient à la longue une teinte jaune 
d'or, ce qui permet de les reconnaître sans aucun autre réactif 
spécial. 

J. Réactifs colorants. — Après fixation au formol, les 
vacuoles à tannins fixent le bleu de méthylène et le bleu de 
crésyl, tandis que les cellules embryonnaires se distinguent 
par leur absence de coloration. 

Il suffit, pour obtenir cette coloration, de laisser séjourner 
quelque temps les jeunes feuilles entières dans le colorant. On 
peut aussi colorer des coupes faites à la main ou au moyen du 
microtome. Le vert d'iode manifeste également de l’affinité 
pour les vacuoles tanniques qu’il colore vivement en vert. Ce 
réactif est précieux pour reconnaître la répartition des cellulés 
sécrétrices sur les coupes de feuilles. On l’emploiera avec 
avantage en double coloration avec le carmin. 


Résumé des caractères microchimiques du tannin 
des feuilles dIf. (il s’agit de recherches effectuées dans les cel- 
lules épidermiques ; pour les autres cellules, nous n’avons pas 
employé la série complète des réactifs). 

Réactifs 


Résultat de leur action. 
Sels de fer (perchlorure 
et sulfate). 


Coloration. noire. 


Sur feuilles 
fraîches 
et 
dans 
les 
cellules 
tannifères. 


Bichromate de K 3 0/0. 
Acide osmique. 


Acétotungstate de Na. 
Acétale neutre de Pb. 
(réactif de Courtonne). 
Cyanure de K. 
Hypochlorite de Na. 


Eau Iodo-lodurée. 
Alcool à 950. 


Précipitation brune. 

Coloration ct précipitation 
noire. 

Coloration jaune fauve. 

Précipité jaune fauve, un 
peu orangé. 

Rien. 

Coloration orangée très 
nette. 

Coloration orange. 

Dissolution. 
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Acide osmique, Coloration noire. 
; Bichromate de K à 3 0/0.  Précipitation brune. 
Sur feuilles ; < ; 
; Bleu de méthylène. Coloration bleue. 
fixées R : 
a Bleu de crésyl. Coloration bleue. 
h Vert d'Iode. Coloration verte. 


formol à { ë 
DURE Bleupolychrome de Unna. Coloration bleue. 


Hématloxyline ferrique. Coloration noire. 


Réaction d'acidilé. — L'emploi du rouge neutre montre que 
le produit apparaissant dans les vacuoles à sécrétion est un 
corps acide, puisqu'il neutralise l’alcalinité primitive du 


vacuome. 


DiscuSSION DES RÉSULTATS. 


Le corps dont nous avons suivi la formation dans les 
vacuoles de l'If, doit être, sans aucun doute rattaché au groupe 
des tannins. L'ensemble des réactions énumérées suffit pour 
justifier ce rattachement à un ensemble de corps d’ailleurs 
assez mal défini. ; 

Si nous essayons de préciser la constitution de ce corps, 
nous rencontrons plus de difficultés. Ce doit être un composé 
phénolique (réaction des sels de fer) et les propriétés réduc- 
trices vis-à-vis de l'acide ‘osmique, du bichromate de potasse, 
font penser à un phénol polyvalent. 

Les caractères d'’acidité nous conduisent aux groupes des 
triphénols ou des acides phénols, mais ce n’est pas de l'acide 
gallique (acide triphénol) qui donnerait une précipitation 
rouge avec le cyanure de potassium (d’après Braemer). 

Le caractère de coloration orangée avec l’hypochlorite, 
indiquerait l'acide ellagique. Celui-ci est encore appelé acide 
bezoardique et il a déjà été signalé chez les Conifèrès (Braemer). 


ART 8. — CELLULES TANNIFÈRES DU PARENCHYME ET 
TUBES SÉCRÉTEURS 


En dehors des cellules épidermiques, il y a encore dans le 
parenchyme chlorophyllien de nombreuses cellules tannifères. 
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Enfin, au pourtour du faisceau, flanquant le bois et le Liber, on 
trouve des files de cellules allongées à tannin. Ces éléments 
ont été décrits par M. G. Chauveaud en 1904 sous le nom de 
tubes sécréteurs. L'auteur leur reconnait une évolution assez 
compliquée qui serait la suivante : 

1° Sur les feuilles très jeunes, encore recouvertes par les 
écailles du bourgeon, il signale des tubes allongés pouvant 
dépasser la demi-longueur de la feuille, infra-libériens et 
supra-ligneux. 

>° Pendant l'été, ces tubes se cloisonnent et se transforment 
en cellules de parenchyme, de sorte qu’à l'automne, on ne 
trouve plus de tubes sécréteurs. 

M. Chauveaud ne donne pas de renseignement sur la 
nature de la substance sécrétée dans ces tubes, non plus 
que sur les caractères cytologiques de ces éléments, c’est pour- 
quoi il n’est pas inutile de donner maintenant quelques. 
détails à ce sujet. 

Nous avons constaté d’abord que chaque tube sécréteur 
était formé par une seule cellule qui s’est extrêmement 
allongée sans se cloisonner. La substance sécrété est un tannin 
qui est contenu dans deux très grandes vacuoles s'étendant 
jusqu'aux extrémités amincies en pointe du tube sécréteur. 
Elles sont séparées par une zone cytoplasmique occupé par 
un noyau arrondi et volumineux, qui occupe une position 
centrale dans une dépression des deux grandes vacuoles. 

in été, on constate des divisions qui vont se multipliant 
et transforment les tannifères en des files de cellules assez 
courtes. À partir de ce moment, M. Chauveaud signale la 
disparition progressive des tubes sécréteurs par suite de leur 
transformation en cellules de parenchyme et le départ 
de la substance de sécrétion. 

IL peut très bien se produire des migrations de substances 
à cette époque (1), mais il ne peut pas s’agir en tous cas de la 


(1) Les tubes secrèleurs contiennent vraisemblablement d’autres substances que 
des tannins. 
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disparition du tannin, car des feuilles cueillies en décembre 
sont encore très riches en éléments lannifères infra-libériens 
et supra-ligneux qui dérivent des tubes sécréteurs de l'été. 

Ces tubes sécréteurs décrits par M. Chauveaud dans les 
feuilles de l’If, et que l’on retrouve dans les plantules, corres- 
pondent donc à des cellules lannifères extrémement allongées. 

Nous les retrouverons avec des caractères analogues non 
seulement dans les feuilles des autres Gonifères, mais aussi et 
surtout dans les très jeunes plantules où ils forment un 
système important. 


CHAPITRE I] 


Evolution des vacucoles chez quelques autres 


Gymmospermes. 


LARIX (fig. 2, 1, 2, 3, 4, 5 et fig. 11,712, É93 LAND) 


Les états les plus jeunes du vacuome, s’observent de même 
que dans l’If, sur les jeunes feuilles de l'automne et de l'hiver. 
Le vacuome de l’épiderme se charge de produits tanniques à 
un stade précoce du développement des feuilles ; mais une 
différence avec le Taxus résulte de la présence du tannin dans 
l’assise sous épidermique, où il apparaît plus tôt que dans 
l’épiderme. 

Les cellules qui occupent le sommet du point végétatif lui- 
même renferment des plastes en bâtonnets et des microsomes. 

Le vacuome est invisible et il n’y a pas trace de tannin. Il n’est 
pas probable que dans ces cellules les plus jeunes les plastes 
soient déjà amylifères, mais ils le sont très nettement dans 
l’'épiderme des premières ébauches foliaires. 

Nous avons obtenula coloration vitale descellules précédentes 
chez le Larix leplolepis (fig. 14, pl. I] : le vacuome se montre 
sous forme de petites vacuoles sphériques de réaction alcaline ; 
les autres résultats ont été obtenus chez le Larix europæa. 

Dans nos observations ultérieures et chez les feuilles les plus 
jeunes examinées (bourgeons cueillis en octobre et novembre), 
une grande partie des cellules épidermiques est encore 
dépourvue de tannin : ce sont des cellules à caractère embryon- 
naire, 
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C'est seulement au sommet de la feuille et dans sa partie 
- médiane que le vacuome se montre tannifère. La feuille a sa 
zone de croissance située à la base, de sorte que les éléments 
les plus âgés sont au sommet (croissance basipète,. Il y a con- 
cordance parfaite sous ce rapport avec les résultats observés 
chez l’If. 

Nous commencerons par décrire les éléments vivants et non 
colorés : 

Les cellules embryonnaires sont de petite taille et elles sont 
encore peu allongées. Le noyau occupe la plus grande partie 
de la cavité cellulaire. Le cytoplasme hyalin et d'apparence 
homogène renferme des inclusions de deux sortes très faciles 
à distinguer l’une de l’autre : ce sont des microsomes très 
petits et arrondis et des plastes en bâtonnets, les uns et les 
autres reconnaissables sur le vivant grâce à leur réfringence: 
le vacuome est totalement invisible, car sa réfringence est 
semblable à celle du cytoplasme. 

Les cellules sécrétrices tannifères sont déjà plus grandes, plus 
allongées ; elles renferment les mêmes éléments inclus dans 
le cytoplasme, mais leur vacuome très réfringent est visible 
dans ses plus petits détails sans coloration. Il forme des 
réseaux de forme instable, et de consistance apparemment 
visqueuse ; il y a généralement deux masses plus considérables 
aux deux pôles de la cellule qui sont réunies par des trabécules 
anastomosés autour du noyau allongé (fig. 2, 4). 

Après coloration vitale, on met en évidence le vacuome 
dans les cellules embryonnaires. 

Il se distingue par sa teinte métachromatique (violette avec 
le bleu de crésyl, orangée avec le rouge neutre). Ce sont des 
granules, des filaments, des éléments de réseaux, des pelotons 
très fins. Ces formations ne peuvent pas, bien entendu, être 
confondues avec les plastes ou les microsomes qui existent à 
côté d’eux et demeurent incolores (fig. 12 et 13, pl. 1). 

Ces éléments des cellules embryonnaires sont très variés de 
forme et se modifient assez rapidement pendant qu'on les: 
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observe dans la cellule qui conserve certainement sa pleine 
vitalité. Lorsque les éléments du vacuome sont plus riches en 


Fig. 2. — Quelques aspects du vacuome, coloré vitalement, chez les Conifères. 


12 MEN Cenule épidermiques de Lariæ europaea. Les figures 4 et 5 montrent des 
réseaux formés par une substance ductile. — 6, 7. Cellules épidermiques de Taxus 
baccata. 6, vacuome tannifère coloré. 7, vacuome analogue après la précipitation de 
Sa substance. — S$. Cellule épidermique de Gingko biloba. 


eau, ils affectent la forme de petites vacuoles rondes ou ovales 
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et il se précipite fréquemment à leur intérieur de petits gra- 
nules rouges qui sont animés de mouvements browniens à 
l’intérieur de la vacuole. 

Dans les cellules tannifères de l’épiderme, la coloration 
vitale n'est jamais métachromatique, par conséquent elle est 
bleue avec le bleu de crésyl, rouge avec le rouge neutre (fig. 13, 
pl. D. j 

Le colorant vital pénètre également bien dans l’assise de 
cellules sous épidermiques où le vacuome se colore également 
en bleu. Cette coloration non métachromatique résulte de la 
présence de composés lanniques, abondants dès cette époque 
dans le sous-épiderme (1). 

Les mêmes caractères de l’appareil vacuolaire s’observent 
dans les bourgeons d’une époque plus avancée (février ou 
mars), mais déjà en février, les jeunes feuilles sont plus riches 
en tannin et une partie des cellules embryonnaires est trans- 
formée en cellules tannifères. Leur vacuome toujours méta- 
chromatique est moins souvent en forme de filaments étroits 
et on observe quelquefois tout simplement de petites vacuoles 
violettes. 

Enfin, lorsque le bourgeon s'ouvre en mars et que les jeunes 
feuilles s'allongent, leur épiderme se montre uniformément 
tannifère. L'apparition du tannin se fait donc rapidement, 
mais elle est progressive, comme le montre, soit la teinte 
prise en coloration vitale et qui passe insensiblement du violet 
au bleu, soit l'emploi des réactifs des tannins. 

C’est le moment d'indiquer les essais microchimiques sur 
ces composés. Les réactifs employés ont été l'acide osmique à 
1 0/0, le bichromate de potasse à 3 0/0, le chlorure ferrique, 
l’acétotungstate de soude, le réactif de Courtonne. Tous, ont 
donné des résultats négatifs dans les cellules embryonnaires ; 
ils ont fourni au contraire des précipitations caractéristiques 
dans les vacuoles des cellules sécrétrices à tannin : ces réactifs 


(1) Nous n’avons pas observé de feuilles assez jeunes pour trouver des cellules 
embryonnaires dans le sous-épiderme, 
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permettent donc de distinguer les cellules embryonnaires des 
autres cellules et la localisation ainsi faite correspond exacte- 
ment à celle que l’on établit au moyen de l'observation sans 
aucun réactif ou après coloration vitale. Les réseaux colorés 
peuvent être très bien conservés par l’acide osmique (fig. 15, 
pix) 

Par conséquent de même que chez l’If, les conclusions sui- 
vantes s'imposent. Les cellules épidermiques présentent au 
début du développement un « état embryonnaire » caractérisé 
par un vacuome de réfringence semblable à celle du eyto- 
plasme, se colorant métachromatiquement par les colorants 
vitaux, donc de réaction alcaline et dépourvu de composés 
phénoliques (ou n'en renfermant qu'une infime proportion); 
ces cellules se transforment au cours de leurs divisions succes- 
sives, en éléments sécréteurs tannifères qui ont un vacuome 
réfringent, visible dans la cellule vivante, et colorable sans 
métachromasie par les teintures vitales. 

Telles sont les conclusions auxquelles nous avons été con- 
duits : elles correspondent exactement à celles que nous avait 
révélées l'étude du Taxus baccala. 


ABIES Nordmanniana (fig. 1 à 5, pl. IT et fig. à à 5, pl. AT). 


Nous avons cherché à connaître les premiers stades de la 
formation des vacuoles et à déterminer le mode d'apparition 
des tannins comme dans les deux exemples précédents. On 
s’aperçoit vite que même les très petites feuilles renferment 
déjà du tannin et qu'il est nécessaire pour connaître son ori- 
gine de remonter jusqu'aux premières ébauches foliaires qui 
prennent naissance sur le point de végétation et même jus- 
qu’à ce dernier. 

Nous avons réussi à plusieurs reprises, sur des bourgeons 
cueillis au mois d'août et au mois de septembre, à colorer 
vitalement le sommet du point végétatif lui-même. Là sont 


les cellules initiales, qui par leurs cloisonnements, produisent 
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le tissu épidermique tout entier et c'est là évidemment qu'il 
faut rechercher l'origine de toutes les différencialions cellu- 
laires. 

Lorsqu'on a enlevé les écailles qui protègent le jeune bour- 
geon, on met à découvertun petit mamelon formé par un axe 
court. Celui-ci est recouvert sur la plus grande partie de sa 
longueur par de petites feuilles imbriquées qui le masquent 
complètement. Le sommet de l'axe est libre et constitue une 
petite intumescence en forme de cône, à la base duquel s’ob- 
servent les premières ébauches foliaires. 

IL est assez facile de constater, que le sommet de l’axe, ainsi 
que les premiers mamelons foliaires, ne renferment pas de 
tannin. Il suffit pour cela de les laisser séjourner dans une 
solution d'acide osmique à 1 0/0 pendant +/2 heure à r heure. 
On s'assure ainsi que le tannin apparaît bien dans les plus 
petites feuilles, mais que le cône végétatif lui-même, ainsi 
que les premières ébauches qui sont à sa base en sont complè- 
tement dépourvus. 

Pour obtenir une coloration vitale du point végétatif, il faut 
détacher avec précaution le sommet du méristème avec les 
premières feuilles et le plonger tout entier dans une solution 
de rouge neutre. Au bout d’une heure environ, le colorant a 
pénétré dans un assez grand nombre de cellules situées au 
sommet et donne lieu à une excellente coloration vitale. 

Nous décrirons d’abord les cellules épidermiques qui occu- 
pent le sommet végétatif, telles qu’elles se présentent, lors- 
qu'on les examine directement dans l’eau sans aucun artifice. 

Ces cellules sont d’assez grande taille, polygonales, et elles 
renferment un gros noyau arrondi. Leur cytoplasme est rempli 
d'un grand nombre de granulations parmi lesquelles on peut 
distinguer deux sortes : d’une part des corpuscules assez gros, 
arrondis ou un peu lenticulaires, assez régulièrement groupés 
autour du noyau, qui sont des plasles, d'autre part des granules 
plus petits toujours arrondis, les microsomes. Le vacuome est 
invisible dans les cellules vivantes el nous avons dit précédem- 
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ment qu'il ne donnait pas les réactions des tannins. On peut 


donc assurer que le sommet du point de végétation de lAbies, 
est occupé par des cellules toutes semblables, ayant les carac- 
tères de cellules embryonnaires. 

Après coloration au rouge neutre, on observe dans toutes 
les cellules sans exception, un vacuome de couleur orangée, 
affectant la forme de réseaux très fins et très variés; souvent 
aussi il n'existe dans le cytoplasme, que des granules vacuo- 
laires rappelant beaucoup les grains d’aleurone par leur aspect 
général (fig. 1, pl. Il). 

Les mêmes cellules possédant un vacuome identique se 
retrouvent dans les jeunes feuilles (fig. 2 et 3, pl. II); plus tard 
et à mesure que l’on s'éloigne du sommet du point végétatif, 
on observe dans l’épiderme la formation de plus en plus fré- 
quente de cellules tannifères aux dépens des précédentes 
(gpl): 

Les bourgeons que nous venons de décrire passent l'hiver 
sans qu'il se produise beaucoup de modifications. 

Dans les feuilles des bourgeons de l'hiver et du printemps, 
il y a donc encore des cellules embryonnaires à vacuome non 
tannifère et métachromatique en coloration vitale, accompa- 
gnées de cellules sécrétrices. Les cellules embryonnaires 
s'observent surtout sur les bords des très jeunes feuilles et à la 
base, car le mode de croissance est basipète comme dans les 
feuilles préeédentes. 

Le vacuome des cellules tannifères comme celui des cellules 
embryonnaires présente souvent des formes de réseau. Dans le 
cas des cellules tannifères, ces réseaux sont très visibles sur le 
frais, car ils sont très réfringents. Leur forme est parfois très 
contournée et leur substance a une consistance demi-fluide. Ils 
fixent rapidement le bleu de crésyl et se teignent en bleu, non 
métachromatiquement. 

Enfin nous avons observé plus tard, au mois d'avril, de 
jeunes bourgeons d’Abies. Les feuilles les plus jeunes étudiées, 
sont complètement incolores et n’ont que 1/2 millimètre envi- 
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ron de longueur. Le sommet de la feuille est occupé par des 
cellules à grandes vacuoles et à gros plastes lenticulaires. À la 
base on peut trouver quelques cellules sans sécrétion (cellules 
embryonnaires), mais elles sont assez rares. Le vacuome étant 
très réfringent, on peut observer les détails de sa structure 
dans la cellule vivante. 

Les formes filamenteuses sont nombreuses et il arrive que les 
cellules contiennent un vacuome uniquement filamenteux. 
Dans ce cas, les formes vacuolaires à contenu épais et réfrin- 
gent ont beaucoup d'analobie avec les vacuoles à composés 
phénoliques du Rosier (fig. 7, pl. XI). 

L'acide osmique à 1 0/0 fixe bien les réseaux fins et les fila- 
ments tannifères observés sur le vivant. La fixation a lieu en 
quelques secondes et elle conserve admirablement les moindres 
détails (fig. 6, pl. XI). C'est l'emploi de l’acide osmique dans des 
conditions analogues, qui a permis à Pensa en 1917, de figurer 
des réseaux dans des cellules végétales, sans en reconnaître la 
nature vacuolaire. On constate de plus, qu'il y à un vacuome 
très riche en tannin dans les cellules de l’assise sous-épider- 
mique et l’évolution des vacuoles y est en avance sur celle de 
l’épiderme. 

À ce moment de l’année, l’épiderme paraît entièrement 
sécréteur, et les cellules qui pouvaient passer pour des éléments 
embryonnaires sur le vivant, montrent, après l’action de l’acide 
osmique. quelques grains noirs qui correspondent très proba- 
blement à des composés tanniques. 

Ainsi, par une série d'étapes que nous avons suivies, l’épi- 
derme est devenu entièrement sécréteur dans les jeunes feuilles 
développées. Il l'est encore sur les feuilles adultes comme il est 

* facile de s’en assurer. 

On réussit assez facilement à obtenir la coloration vitale au 
moyen du rouge neutre, qui donne une très bonne coloration 
rose de l’épiderme : même après six heures de séjour dans le 
colorant, il y a des cellules vivantes avec réseau fin coloré, 
mais dans beaucoup d'éléments se produit à la longue une 
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précipitation de corpuscules bruns accompagnée d’une rupture 
des trabécules. 

Le bleu de crésyl et le bleu de Nil ont coloré les vacuoles 
dans les mêmes cenditions que le rouge neutre. Quelques indi- 
cations sont utiles au sujet des autres éléments du cytoplasme. 
On constate que les microsomes s'observent à tous les états du 
développement sans modifications sensibles. Les plastes qui 
sont de petits bätonnets dans les cellules embryonnaires, se 
transforment en gros corpuscules elliptiques dans les éléments 
plus âgés tannifères (fig. 1, pl. AT). Les plastes ne présentent 


donc jamais une allure filamenteuse comparable à celle des” 


plastes vermiformes de l'Zris par exemple. 
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Les jeunes bourgeons de Picea ont beaucoup d'’analogie 
avec ceux de l’Abies. Ils en diffèrent cependant par le mode 
d'apparition du tannin, qui se produit ici bien plus tardive- 
ment. 

De jeunes bourgeons cueillis au mois de septembre, sont 
déjà formés d’un petit axe, recouvert de nombreuses feuilles 
ayant une fraction de millimètre de longueur et encore 
presque incolores. Le point végétatif qui est au sommet, est 
arrondi et il donne constamment naissance à sa base à de nou- 
velles feuilles, qui, au fur et à mesure de leur croissance, 
arrivent à se recouvrir en partie les unes les autres, de façon à 
prendre une disposition imbriquée (Fig. 11, Pl. XT). 

Si l’on emploie l'acide osmique pour reconnaitre la pré- 
sence du tannin dans le bourgeon, on remarque que le 
méristème terminal, ainsi que les premières feuilles, sont 
dépourvus de tannin el que ce corps ne se montre que sur les 
feuilles les plus grandes et seulement dans les cellules de la 
pointe de la feuille. 

Le bourgeon passe dans cet état l'hiver à l’état de vieralentie: 
il se produit seulement un lent accroissement des feuilles et 
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une légère accumulation de tannin dans les cellules épider- 
miques pendant cette période. 

Au début du printemps, lorsque le bourgeon n’est pas 
ouvert, 1l existe un petit cône végétatif assez volumineux 
recouvert de feuilles à divers états de développement. 

Les feuilles les plus petites sont naturellement au sommet et 
elles se montrent déjà assez riches en produits tanniques. Dans 
l’'épiderme, le tannin est localisé dans toute la moitié supé- 
rieure de la jeune feuille; la base est encore occupée par de 
nombreuses cellules embryonnaires sans tannin. Plus bas, 
dans les feuilles les plus grandes, tout l'épiderme est devenu 
tannifère. 

On peut donc chez le Picea, comme chez les Conifères précé- 
demment étudiées, connaitre le mode d'apparition des composés 
tanniques, en observant les feuilles des bourgeons cueillis aux 
diverses époques de l’année. 

Nous avons dit que les jeunes feuilles, pendant l'automne, 
renfermaient encore très peu de composés tanniques dans leur 
épiderme. Ce tissu dans sa région moyenne est formé de cel- 
lules ordinairement allongées à noyau volumineux et d’appa- 
rence granuleuse. Dans le cytoplasme qui parait compact et 
dépourvu de vacuoles, se voient quelques petits plastes en 
bâtonnets, très réfringents et quelques microsomes extrè- 
mement petits. Aucune autre différenciation n’est reconnais- 
sable (fig. 8, PL. XT); vers la pointe de la feuille, les cellules ont 
le méme caractère, mais les plastes sont plus gros, et les 
microsomes plus nombreux. Enfin les cellules tannifères 
assez rares, ont un vacuome réfringent bien visible. 

Dans l’assise sous épidermique, les cellules sont un peu 
plus grandes; elles ont les mêmes caractères, mais les plastes 
sont légèrement colorés en vert au lieu d’être incolores comme 
dans l’épiderme ; en outre les vacuoles sont visiles comme des 
espaces clairs assez volumineux à chaque extrémité de ’a cel- 


lule. 
Les mêmes caractères s’observent dans les cellules du 
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sommet du point végétatif lui-même, mais la forme des élé- 
ments est assez régulièrement polygonale. 

Il est possible de réaliser de bonnes colorations vitales soit 
du point végétalif, soit d'une jeune feuille. Cependant le 
rouge neutre employé, pénètre inoins facilement que chez 
l'Abies et le système vacuolaire a beaucoup plus tendance 
à se précipiter aussitôt après la coloration, en petits granules 
fortement colorés qui se montrent animés de mouvements 
browniens à l'intérieur des vacuoles; aussi les réseaux vacuo- 
laires qui existent, sont-ils assez instables. 

Le rouge neutre met en évidence un vacuome formé par de 
petites vacuoles arrondies ou des réseaux variés. La teinte 
prise est orangée, indiquant une réaction un peu alcaline du 
suc vacuolaire. Lorsque la substance vacuolaire est peu abon- 
dante, il peut se présenter des réseaux très fins dans les cel- 
lules (fig. 8, pl. IT); nous représentons plusieurs de ces réseaux 
tels qu'ils se montrent au début d’une coloration vitale et dans 
une préparation réussie : nous avons dit en effet plus haut qu'ils 
ne se montraient pas très stables et se transformaient au bout 
de quelque temps en granules et en globules variées (fig. 6 et 
LAp1 LD 

Les très jeunes feuilles des bourgeons du mois d’avril ont 
fait l’objet d'observations spéciales, en vue d'y reconnaître le 
mode de formation des tannins. 

Les plus jeunes feuilles examinées ontenviron 1/2 milli- 
mètre de longueur. La pointe de la feuille est occupée par des 
cellules à sécrétion donnant les réactions des tannins. L'appa- 
reil vacuolaire qui renferme les composés phénoliques est 
réfringent el tous les détails de sa forme sont visibles dans la 
cellule vivante : les aspects qu'il présente sont aussi variés 
que les cellules elle-mêmes, mais peuvent se ramener au type 
que nous avons déjà rencontré chez les autres Conifères, c’est- 
à-dire à deux masses vacuolaires situées aux deux extrémités 
des cellules et reliées entre elles par des trabécules très fins : 
ceux-ci sont irréguliers et ils serpentent dans l'intervalle cyto- 
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plasmique assez étroit, existant entre la membrane et le noyau, 
dans la zone moyenne de la cellule. Ces {rabécules dessinent 
parfois de vérilables arabesques très déliées qui sont évidem- 
ment formées par une substance assez visqueuse (fig. 12, pl. AT). 

Dans toute la deuxième moitié de la feuille, on trouve beau- 
coup de cellules embryonnaires sans aucune sécrétion visible 
(Jig. 12, pl. XT, les deux cellules inférieures). 

Colorations vilales. — On peut réussir la coloration vitale au 
rouge neutre des cellules épidermiques, mais comme les mem- 
branes se laissent difficilement pénétrer, elle est assez difficile 
à obtenir. 

Le vacuome des cellules à sécrétion tannique à pris une 
coloration rose et dans les cellules embryonnaires une teinte 
orangée. 

Le bleu de crésyl et le bleu de Nil ont permis d'obtenir 
également des colorations vitales, mais le bleu de toluidine 
s'est montré inefficace. 


L’acide osmique pénètre rapidement dans l’épiderme etil 
fixe et colore en noir le système vacuolaire sécréteur. Grâce à 
la rapidité de la traversée des parois cellulaires, il se produit 
le minimum d'altération des formes délicates du vacuome et 
l’on retrouve les trabécules les plus fins fixés el colorés (fig. 10 
et 13 pl. XT). On constate facilement ce fait que la proportion 
de tannin est à peu près semblable dans toutes les parties du 
vacuome et nous n'avons pas trouvé d'indices montrant un 
lieu d'élection particulier pour le tannin. Celte conclusion 
s'explique d’ailleurs, puisque toutes les parties du vacuome 
sont ordinairement en communication directe entre elles. 


CEDRUS Liban (fig. 0. plMlret fig. ra 11, pl X: 


Dans les jeunes feuilles de Cèdre il se produit beaucoup de 
tannin au printemps. Observons par exemple l'épiderme des 
feuilles du mois d'avril qui sont en voie de croissance et n’ont 
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encore que 1 mm. à 1 mm. 1/2 de longueur. Un simple 
examen vital montre que les cellules jeunes sont à la base et 
que les cellules âgées à grandes vacuoles occupent le 
sommet de la feuille. Le mode de développement de la feuille 
est donc le même que dans les cas précédemment étudiés, ce 
qui permet de suivre de la même façon l'évolution du vacuome, 
puisqu'il suffit d'examiner les cellulcs d’épiderme de la base 
au sommet de la feuille. Malheureusement, il y a déjà du 
tannin dans toute l'étendue de l'épiderme et l’on ne trouve pas 
. de cellules embryonnaires dépourvuesde sécrétion Leséléments 
les plus jeunes ont un vacuome en réseau qui est à peine réfrin- 
gent ; il donne les réactions des tannins et l'acide osmique le 
colore en noir et conserve bien sa forme. Les réseaux parfois 
très fins et très délicats, à la base de la feuille, sont de plus en 
plus épais et riches en tannin vers le sommet et se trans- 
forment finalement en grosses vacuoles tannifères, suivant le 
procédé ordinaire (fig. 6 el 7, pl. X). 

De même que dans le L4rir, l'assise sous-épidermique est 
entièrement sécrétrice et tannifère et l’évolution du vacuome 
y est en avance sur celle de l’épiderme. En effet, il y a déjà 
dans le sous-épiderme un vacuomeépais renfermant du tannin 
en abondance "fig. 11, pl. X , dans des masses vacuolaires assez 
volumineuses, alors que l’épiderme de la même feuille con- 
tient des réseaux tannifères dont la masse est parfois très 
minime (Cas identique à celui du Larix) (fig. 10, pl. A1. 

Nous venons de voir que l'examen des jeunes féuilles du 
mois d'avril ne permet pas d’élucider le mode de formation 
du tannin puisque, à cette époque, les assises épidermiques et 
sous-épidermiques sont déjà entièrement tannifères (x). 

Nous avons repris la question sur des bourgeons de Cèdre 
recueillis au mois de septembre, époque à laquelle ils sont 
clos et dans un état de vie ralentie qui se prolongera durant 
tout l'hiver suivant. 


(1) Il aurait fallu probablement remonter jusqu’au point végétalif lui-même pour 
observer le début de la sécrétion de tannin. 
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On sait qu'il existe chez les Cèdres, de même que chez les 
Melèzes, deux sortes de bourgeons : les uns situés à l’extré- 
mité des pousses longues produisent des axes allongés portant 
des feuilles isolées alternes, les autres situés à l’aisselle des 
feuilles précédentes produisentdes axes courts ‘pousses courtes) 
portant des feuilles insérées suivant une spire très surbaissée, 
ce qui les fait paraitre verticillées. 

Nous avons recherché le modede naissance du tannin exelu- 
sivement sur les bourgeons des pousses longues. 

Ces bourgeons, lorsqu'on les dlissèque au mois de septembre, 
montrent déjà un certain nombre de petites feuilles bien déve- 
loppées, disposées en spirale sur la base d’un axe conique. Le 
sommet de l’axe est libre et forme un cône recouvert et pro- 
_tégé par les feuilles les plus longues (fig. 20, pl, X). 

Ce point de végétation, accompagné des premières feuilles 
qui l’entourent, est placé dans l'acide osmique à r 0/0. 

On constate au bout d’un quart d'heure, que l'axe du cône 
végétatif tout entier a pris une leinte noire, causée par une 
abondante réduction au contact des tannins. L’épiderme, ainsi 
qu'un certain nombre d’assises sous épidermiques, ne noïrcit 
pas et prend seulement une teinte grise due à la faible réduc- 
tion habituelle dans les éléments vivants : fig. 2, pl. X). 

La zone des cellules initiales qui occupe le sommet du cône 
se montre également dépourvue de tannin ‘fig. 1, pl. À). 

Les premiers mamelons foliaires qui se forment à la base du 
cône, sont d'abord de simples intumescences dont toutes les 
cellules sont embryonnaires; mais dès le second cycle de 
feuilles, il y a un développement abondant de tannin dans 
l’épiderme et dans le sous-épiderme. j 

En même temps, une ramification du cylindre central de 
l’axe se rend dans la feuille, pour en constituer le faisceau 
conducteur et cette branche apparaît noircie par suite des 
nombreuses cellules à tannin qui l’accompagnent (Jig. 1, pl. X). 

Maintenant que nous connaissons dans ses grandes lignes le 
mode d'apparition du tannin dans le point de végétation, nous 
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allons voir de plus près, comment il prend naissance dans les 
cellules épidermiques et sous-épidermiques. 

Le sommet du cône végétatif, de même que les premiers 
mamelons foliaires, sont occupés comme nous l'avons dit par 
des cellules embryonnaires. Ce sont de larges éléments polygo- 
naux, hyalins, qui renferment un gros noyau central (fig. 8 
DIX): 

Le cytoplasme est très granuleux et renferme une grande 
quantité de microsomes arrondis et réfringents et de petits 
bâtonnels assez courts qui représentent des plastes. IT existe 
également de petits corpuscules arrondis ou un peu allongés 
colorés en jaune citron et qui sont probablement des plastes 
teints par de la xanthophylle, des xanthoplastes. 

Le vacuome est invisible dans la cellule vivante, àcausede sa 
réfringence semblable à celle du cytoplasme. On en obtient la 
coloration vitale au moyen de rouge neutre, en prenant la 
précaution d’immerger le point végétatif tout entier dans une 
solution du colorant. Dans ces conditions, au bout d’une 
heure ou deux, le rouge neutre a pénétré dans un certain 
nombre de cellules et s'est fixé sur les éléments vacuolaires 
(iger0, DE CTE). 

La figure 9, montre deux cellules du sommet dans le point 
végétatif, colorées au rouge neutre. 

On voit que le vacuome est formé de petites vacuoles rondes, 
dont le suc vacuolaire est légèrement alcalin, car il donne une 
teinte orangée au colorant vital. 

La substance vacuolaire est probablement dans un état assez 
fluide, car on observe rarement des dispositions en réseau si 
fréquentes au contraire chez Abies et Picea. 

L'action de l’acide osmique ne révèle aucune trace de tannin 
dans ces cellules : seuls les microsomes noircissent légèrement 
par suite de leur nature un peu oléagineuse. 

Dans les premières ébauches foliaires, on n’observe pas de 
modification à l’état précédent, mais dans les premiers mame- 
lons individualisés, on remarque le début de l'apparition du 
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tannin. La sécrétion se montre d’abord au sommet des jeunes 
feuilles (ainsi dans les figures 4 et 5, PI. FE, la zonetannifère est 
indiquée par un grisé). Les cellules du sommet ont un vacuome 
en réseau assez épais, qui renferme du tannin en abondance et 
se colore en noir par l’acide osmique (fig. 7. PL 1). 

Plus bas, on trouve des étapes diverses de la production de 
la sécrétion ; ainsi la figure 7 montre trois cellules dont la 
supérieure à déjà un vacuome tannifère en réseau, tandis que 
l'inférieure ne montre qu'un petit nombre de grains noirs 
précipités (1). Entin, plus près encore de la base de la feuille, il 
y a des cellules embryonnaires absolument dépourvues de 
tannin. 

La figure 9 montre un des aspects présenté par l’appareil 
vacuolaire sous l’action de l’acide osmique, à l’époque où il 
commence à devenir tannifère. 

On voit que l'acide osmique fixe en général très bien les 
réseaux délicats, mais cependant, lorsque ceux-ci sont très 
fins et renferment encore peu de tannin, au lieu d’un 
réseau homogène, on observe un réseau de petits granules 
dus à la précipitation sur place de la sécrétion (fig. 9). 
Les cellules embryonnaires ne montrent pas trace de 
vacuome et l’on y remarque seulement de petits micro- 
somes oléagineux ; (ceux-ci ne peuvent pas être confondus avec 
des grains de tannin, car ils sont toujours de même taille, 
ronds et il brunissent par l'acide osmique au lieu de devenir 
franchement noirs). 

Les colorations vitales se font aisément dans ces jeunes 
feuilles : suivant la règle ordinaire, le vacuome dès qu'il est 
tannifère, se colore en rose par le rouge neutre. On colore 
ainsi des réseaux à tannin qui correspondent à ceux que nous 
avons décrit précédemment dans les feuilles du mois d'avril, 
mais alors, que l'acide osmique fixait en général ces éléments 


(x) Il ne faudrait pas déduire de cette observation que le tannin apparaît sous 
forme de grains, car ces petits granule; correspondent à des précipitalions à l'inté- 
rieur d’un appareil vacuolaire dont la forme peut être très variée. 
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délicats dans de bonnes conditions, la pénétration du colorant 
occasionne rapidement l’altération des trabécules, et la préci- 
pitation de petits grains rouges dans les petites vacuoles 
formées, où ils se montrent animés de mouvements. 

Dans les premiers mamelons foliaires, le rouge neutre 
colore des réseaux orangés dans les cellules embryonnaires, 
mais ceux-ci se montrent également très instables et se 
résolvent rapidement en granules. 

Cette instabilité du vacuome du Cedrus est un caractère spé- 
cifique, dû à ce que le système vacuolaire, même dans les 
cellules les plus jeunes, est très aqueux et par conséquent très 
fluide. 

Il n'offre par les mêmes particularités, comme nous l'avons 
vu, dans l’Abies ni même à un pareil degré chez le Picea. 


GINGKO biloba (fig. 12 et 13, pl. IT). 


Les jeunes feuilles du bourgeon en septembre. n'ont que 
quelques millimètres de hauteur et sont enroulées sur elles- 
mêmes. Leur épiderme est formé de cellules polygonales 
aussi longues que larges dont le contenu paraît très épais 
C1 DIN). 

Sans aucun artifice de préparation, on voit très bien le 
contour du noyau qui est parfaitement sphérique ; les plastes 
sont nombreux (20 à 50 par cellule), réfringents ; leur forme 
est celle de petits bâtonnets ou de fuseaux. Ce sont déjà des amy- 
loplastes, car l'eau iodée les colore très fortemeat en bleu noir. 
Les microsomes sont extrêmement petits et difficiles à voir; ils 
sont mobiles, mais se déplacent lentement. Leur nombre est 
moindre que celui des plastes et il ne m'a pas semblé qu'il y 
en eût, plus de 10 ou 20 par cellule. Le vacuome est à peu près 
complètement indistinct. 

Les colorations vitales de fragments d'épiderme réussissent 
bien, soit avec le rouge neutre, soit avec le bleu de crésyl et 
la coloration se fait avec métachromasie, La ‘forme du 
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vacuome est celle de sphérules, de filaments et même parfois 
de réseaux ;dont la consistance est certainement demi-fluide 
ligsaie.et xs, pl IF. 

L'essai à l'acide osmique montre qu'il n’y a pas de tannin : 
le cytoplasme et le noyau prennent une teinte brune; les 
vacuoles sont invisibles ou bien se montrent comme des 
espaces clairs ; elles réduisent donc moins l'acide osmique que 
le reste de la cellule (r). Les plastes demeurent peu modifiés, 
mais les microsomes sont colorés et se distinguent comme de 
petits points noirs. 

Pendant l'hiver, le vacuome des jeunes feuilles présente à 
peu près les mêmes caractères : il est métachromatique et 
dépourvu de tannin. Le système affecte souvent dès cette 
époque, l’aspect de vacuoles assez importantes en dimension, 
mais de consistance certainement demi-fluide. 

La pénétration du colorant vital, surtout du rouge neutre, 
est très rapide et donne lieu à une coloration intense, orangée 
ou brique. Les formes en réseaux modifiables sont fréquentes. 
On distingue en outre aisément les microsomes et les plastes 
et ces derniers ne montrent jamais de formes filamen- 
teuses. 


TORREYA nucifera ‘fig. xo et rx, pl. Il). 


Les Torreyers sont des arbres appartenant à la tamille des 
Taxinées : ils ont de grandes affinités avec les [fs. Nous avons 
recherché quel était le mode de naissance des vacuoles, chez 
un Torreya nucifera planté dans l'école de botanique du 
Muséum de Paris. 

Contrairement à ce qui a lieu chez les arbres précédents sauf 
le Gingko, ilne se forme pas de tannin dansl'épidermedes feuilles. 
On s’en assure facilement au moyen de l’acide osmique, réactif 

(x) Il y a pourtant dans la jeune feuille de Gingko des éléments qui réduisent 
fortement l’acide osmique ; ce sont des poches sécrétices et de plus, un certain 
nombre de cellules situées sous l'épiderme et alignées le long des nervures, ont un 


vacuome en réseau assez allongé qui noircit fortement par l'action de l'acide 
osmique. 
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qui permet de déceler de très minimes traces de tannin, sur 
une coupe transversale d'une feuille adulte fraiche (1*. 

On constate après action de ce réactif, que seules quelques 
cellules de parenchyme chlorophyllien se teignent en noir 
foncé : l’épiderme reste incolore. 

Examinons maintenant un très jeune bourgeon cueilli en 
automne. Au mois de septembre, le bourgeon est encore très 
petit et ne comprend qu'un nombre assez faible de petites 
feuilles, situées à la base d’un cône végétatif qui les dépasse 
longuement (fig. 18, pl. IX). 

Un mois plus tard, l'aspect est légèrement différent, les jeunes 
feuilles se sont accrues et elles recouvrent presque complète- 
ment le sommet du point végétatif ; ce sera la disposition 
hivernale. Quoiqu'il en soit, le développement des vacuoles est 
identique dans les deux cas. 

Les cellules qui occupent la zone apicale du cône végétatif 
sont polygonales et lorsqu'on les observe vivantes, il est 
difficile du premier abord de reconnaître leur structure, car 
leur cytoplasme est très dense. Le noyau occupe une grande 
partie de la cellule, mais son contour n'est pas très net et l’on 
reconnait seulement sa présence grâce à sa réfringence spéciale: 
Un grand nombre de petits microsomes, tous arrondis et 
brillants se distinguent assez aisément. Dans certaines cellules, 
il est impossible de mettre en évidence des plastes et l’on n'y 
voit que des microsomes ; dans d’autres, qui sont situées au 
voisinage, il est au contraire très aisé de reconnaître un cer- 
tain nombre de plastes réfringents, en forme de petits bâton- 
nets, qui se trouvent ordinairement sur le pourtour du noyau 
et comme à son contact. 

Le vacuome est totalement invisible dans ces cellules 
vivantes et le cytoplasme se montre homogène et d'apparence 
compacte. 


Après coloration vitale au rouge neutre, il apparaît dans 


(1) Cueillie en septembre. 
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chaque cellule des filaments, des granules et plus souvent 
encore un réseau vacuolaire qui fixe avec intensité et d’une 
manière élective le colorant vital. La teinte prise est rouge 
o-angé, indiquant une réaction légèrement basique. Les fila- 
ments et les réseaux sont d’une délicatesse extrême, très fins, 
modifiables lentement. 

Ils ne sont pas pourtant instables, car on peut les observer 
plusieurs heures sans que la cellule manifeste d’altération 
tigro, PIOIL). 

Dans les jeunes feuilles qui se trouvent à la base du point 
végétatif, l’épiderme est formé de cellules allongées, environ 
deux fois aussi longues que larges. Comme dans le sommet du 
cône terminal, il y a des cellules dont les plastes sont invi- 
sibles et d’autres où on les distingue fort bien : dans tous les: 
cas, il y a des mnicrosomes, petits, arrondis et brillants. 

Le vacuome, indiscernable sur le tissu vivant, se colore 
vitalement au moyen du rouge neutre et sa disposition est 
identique à celle qu'il présente dans le cône végétatif. La 
substance vacuolaire est encore très peu abondante et forme 
des trabécules très fins. 

Les cellules épidermiques sont très peu épaisses et il arrive 
fréquemment, surtout si le bain colorant est assez concentré 
que le tissu est tué rapidement et dans ce cas le rouge neutre 
se fixe sur le système vacuolaire de l’assise sous-épidermique. 
Celui ci montre une disposition réticulée qui présente beau- 
coup d’analogie avec celle du vacuome épidermique, mais la 
substance dont il est formé est beaucoup plus abondante. 

Tout porte à croire que ce vasuome a une consistance 
épaisse. La coloration prise est le rouge orangé comme précé- 
denment{igsrr,; PET: 


RÉSUMÉ ET CONCLUSIONS DES CHAPITRES [ ET IT. 


En résumé, dans l'étude que nous avons faite des vacuoles 
d’un certain nombre de Conifères, nous avons vu que deux 
questions se trouvaient intimement associées. D'une part 
l’évolution du système vacuolaire dans sa constitution, sa 
forme, d'autre part l'élaboration des tannins. Ce sont deux 
aspects du même problème, car les tannins ne se trouvent 
_ jamais en dehors du vacuome, où ils apparaissent progressi- 
vement au cours du développement. 

En observant ces très jeunes feuilles, nous avons trouvé et 
décrit de très nombreux et très beaux exemples de ces formes 
vacuolaires spéciales découvertes par M. P. A. Dangeard et qui 
avaient donné lieu à des confusions dans ces dernières années 
avec les mitochondries. Ces formes étaient inconnues chez les 
Gymnospermes. 

L'évolution du vacuome se produit suivant une loi qui lui 
est propre. Les formes que présentent ce système paraissent 
dépendre beaucoup plus de la teneur en eau et des mou- 
vements cytoplasmiques, que de la présence à son intérieur 
d'une substance particulière, telle que le tannin. En effet, les 
mêmes formes, en réseaux, en filaments, se rencontrent que le 
vacuome soit sécréteur ou non. Ces formes sont très modi- 
fiables et varient d’un instant à l’autre. Elles échappent donc à 
une description très précise : leur connaissance n’en a pasmoins 
un grand intérêt, parce qu’elle nous renseigne sur la nature 
du mouvement cytoplasmique. 

En ce qui concerne les tannins, ce travail démontre son 
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origine vacuolaire et refute ainsi les idées émises dans ces 
dernières années sur l’origine mitochondriale de ces corps. 

La plupart des Conifères étudiées, (Taæus, Larix, Cedrus, 
Abies, Picea), élaborent du tannin dans leurs feuilles de très 
bonne beure et à un stade très précoce des bourgeons. Ce 
tannin peut se former dans certaines cellules de parenchyme 
foliaire, ou dans des cellules très allongées (tubes sécréteurs), 
sous-épidermiques ou péridesmiques. Il peut être très déve- 
loppé dans l’assise sous-épidermique (Larix, Cedrus). Il est 
surtout abondant dans les épidermes eux-mêmes, dont toutes 
les cellules deviennent tannifères en général (Taxus, Larix, 
Abies, Picea, Cedrus). 

Le mode de formation des tannins a surtout été observé 
dans les épidermes, autant en raison de la facilité de l’obser- 
vation, que de la propriété que possède ce tissu, de devenir 
entièrement tannifère dans les feuilles adultes. Un autre 
avantage résulte de la dérivation commune de toutes les cel- 
lules, les unes à partir des autres par divisions successives, 
aux dépens d’une zone de croissance placée à la base de la 
feuille. Mais les conclusions obtenues au sujet de la formation 
des tannins dans ce tissu, paraissent assez bien établies, 
pour que l’on puisse en faire l'application aux autres éléments 
à tannin des feuilles. D'ailleurs, l’assise sous-épidermique 
peut être observée vitalement dans les mêmes conditions que 
l’'épiderme et la formation des tannins y présente les mêmes 
caractères (Larix). 

Pour observer dans les épidermes des cellules n’ayant pas 
encore sécrété de tannin, il faut examiner de petites feuilles 
ayant quelques millimètres seulement de longueur et même 
quelquefois n’atteignant qu'une fraction de millimètre de 
longueur (Cedrus). 

Le sommet du point végétatif lui-même lorsqu'on peut l’ob- 
server (Taxus, Abies, Cedrus, Picea), (Larix, pousses longues), 
se montre complètement dépourvu de tannin. Il est occupé 
par des cellules à caractères méristématiques (cellules embryon- 
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naires). Ces éléments se retrouvent à la base des feuilles les 
plus jeunes. 

Les composés lanniques sont toujours localisés dans Île 
vacuome ; pour indiquer leur mode de formation, l'on doit 
d'abord connaître les caractères du vacuome des cellules 
embryonnaires. Celui-ci, très peu réfringent, est invisible ou 
peu visible dans la cellule vivante. 

Il est métachromatique en coloration vitale et se colore en 
jaune orangé ou en rouge brique avec le rouge neutre, ce qui 
indique une réaction légèrement alcaline. Sa forme est très 
variable, (filaments, réseaux, petites vacuoles arrondies. 

Ces éléments embryonnaires se transforment très rapidement 
en éléments tannifères ; cette évolution est progressive et elle 
consiste en une imprégnation du vacuome par le tannin où à 
une modification d’une substance préexistante dans le 
vacuome. 

Le système vacuolaire, plus tard, dans les feuilles âgées, se 
dilate toujours en réseaux épais et finalement en grosses 
vacuoles réfringentes remplies d'un tlannin abondant. Dès 
qu'il existe du tannin dans le vacuome, la coloration vitale 
se fait sans métachromasie et il est très probable que le suc 
vacuolaire est devenu acide (1). 

Dans toutes les cellules que nous avons eu l'occasion d’exa- 
miner, il a généralement été possible de mettre en évidence, 
par la simple observation vitale, trois systèmes d'éléments : des 
plastes, des microsomes, et un appareil vacuolaire. Les plastes 
ont été observés à plusieurs reprises dans les cellules initiales, 
où ils ne présentent pas de formes spéciales, mais sont le plus 
souvent granuleux ou en bâtonnets. Aucun état onduleux, 
comparable à celui des « chondriocontes » n’a été constaté. 

Ces plastes s’imprègnent de très bonne heure d’amidon qui 
est généralement abondant dès les premières ébauches 
foliaires. 


(1) Le caractère réfringent du vacuome sécréteur ainsi que sa réaction acide 
paraissent dus aux composés tanniques. 
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CHAPITRE III 


Comparaison de l’étude vitale avec les résultats que 


donne la fixation (méthode de Regaud). 


Il était intéressant de savoir quels résultats donneraient les 
méthodes de fixation dans les bourgeons étudiés « in vivo » 
au chapitre précédent. 

La méthode suivante de Regaud nous a donné de bons résul- 
tats pour celte recherche : On place les objets destinés à être 
fixés dans un mélange de formol et de bichromate (formol à 
ho o/o, une partie ; bichromate de K à 3 0/0, trois parties) 
pendant quatre jours, en ayant soin de renouveler le mélange 
lorsqu il se trouble. 

Ces pièces fixées séjournent ensuite huit jours dans le 
bichromate seul (postchromisalion), puis sont lavées à l’eau 
courante pendant vingt quatre heures. Après inclüsion à la 
paraffine, elles sont coupées au microtome en coupes minces 
de 5 y, puis colorées à l'hématoxyline ferrique suivant 
Heidenhain. 

Cette méthode donne une fixation excellente du cytoplasme 
des jeunes bourgeons de Conifères. Nous l’avons appliquée 
d’abord aux jeunes points de végétation du Cedrus Libani, 
cueillis au mois de septembre à l’extrémité des pousses feuillées, 
puis à ceux d'Abies Nordmanniana. 


CEDRUS LIBANI. 


Plastidome. — Après coloration, nous avons constaté que les 


feuilles les plus jeunes et le sommet du cône végétatif lui- 
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même sont formés de cellules à eytoplasme très épais. Les 
plastes se montrent comme de petites granules ou de petits 
bâtonnets, mais ne présentent jamais l'allure de filaments 
flexueux ; en un motils n'ont pas l'apparence « chondrioconte ». 
Ceci vérifie absolument les données vitales qui ne nous avaient 
pas révélé de plastes filamenteux. ét 
Sphérome. — Ge système n’est pas toujours différencié d’une 
façon parfaite par la méthode de Regaud. C’est le cas pour le 
Cèdre du Liban où les microsomes ne sont pas nettement fixés 
et colorés. Comme nous n’avons pas l'intention de faire une 
étude spéciale de ces éléments, nous nous contentons de signa- 


ler ce fait. 


Vacuome. — Il est formé par l’ensemble de l'appareil vacuo- 
laire dont nous connaissons déjà si bien l'évolution grâce 
aux observations vilales. Après fixation, ce système se trouve 
représenté en général sur les coupes, par des lacunes non 
colorées ; mais il n’en est pas toujours aînsi et parfois les 
réseaux vacuolaires se retrouvent intacts sur les préparations 
et très bien colorés. 

Comme ces différences de comportement tiennent à la 
nature des substances vacuolaires, nous allons décrire succes- 
sivement le vacuome des cellules embryonnaires, puis celui 
des cellules tannifères. 


À. Cellules embryonnaires. — Les cellules les plus jeunes qui 
occupent le sommet du point végétatif, les cellules épidér- 
miques et les cellules de parenchyme qui ne sont pas sécré- 
trices, tous ces éléments renferment un yacuome non coloré 
qui se détache sous forme d'espaces clairs au milieu du cyto- 
plasme. 

Or, nous savons par l'observation vitale que toutes ces cel- 
lules ont un système vacuolaire dont le suc est épais et de 


réaction alcaline et que la disposition de leur vacuome est. 


tantôt celle de réseau délié, tantôt celle de petites vacuoles 
arrondies et indépendantes. 
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Tous ces aspects peuvent se retrouver sur des coupes fixées 
et colorées, mais les réseaux vacuolaires étant coupés, ne sont 
plus représentés en général que par des trabécules assez courts 
et il serait par conséquent difficile, par cette méthode. d'avoir 
une idée exacte de la configuration du vacuome. La méthode 
vitale est donc supérieure dans cette circonstance à la méthode 
des coupes. 

En ce qui concerne la substance vacuolaire elle-même, 
nous devons reconnaitre quelle est dissoute en partie par la 
fixation, puisqu'on ne la retrouve plus sur les coupes colorées. 
Elle n’a pas disparu cependant en totalité, car, dans bien des 
cellules, on peut remarquer à l'intérieur des vacuoles de pétites 
granulations noires arrondies. S'il s'agit de vacuoles très 
petites des cellules méristématiques les plus jeunes, ou encore 
de canalicules vacuolaires, il devient difficile de reconnaître 
si les granules en question sont bien intervacuolaires et non 
pas intracytoplasmique. Dans les cas favorables, on se rend 
compte très facilement qu'un corpuscule coloré se trouve à 
l’intérieur d’un espace vacuolaire, mais dans les cellules les 
plus jeunes et si l’espace vacuolaire est très petit, la distinction 
devient très ardue. 

Nous attirons l'attention sur le fait que les granulations 
chromophiles du vacuome sont nées par précipitation sous 
l’action du fixateur, dans une vacuole primitivement homo- 
gène Comme ils sont assez clairsemés. il arrive souvent qu'on 
ne les trouve pas sur une coupe de la vacuole, mais il ne fau- 
drait pas conclure pour cela à l'absence de toute substance 
colorable dans le vacuome. 

Il est donc possible que dans tous les cas où les vacuoles ne 
montrent aucune coloration et où elles apparaissentcomme des 
espaces clairs absolument vides, il y ait néanmoins une petite 
quantité de substance chromatique qui n’a pas été rencontrée 
par la coupe. Nous inclinons à penser que des granules de pré- 


cipitation vacuolaire, colorables par l'hématoxyline, sont 


présents dans toutes les vacuoles des cellules embryonnaires. 


Ces corpuscules résultent de la précipitation, à l'intérieur du 
vacuome, d’une substance primitivement à l’état de solution 
colloïdale dans le suc vacuolaire et celte substance est très 
vraisemblablement identique, à celle qui a la propriété de 
fixer les colorants vitaux dans la cellule vivante. M. P. A. 
Dangeard l’a découverte chez les Phanérogames et l’a comparée 
à la métachromatine des Champignons et des Algues. Bien que 
l'assimilation précédente ne doive pas probablement être 
poussée jusqu'à l'identité complète, il n’en est pas moins cer- 
tain, et les recherches de M. P. A. Dangeard l’on montré, 
qu'il y à dans les vacuoles de tous les végétaux, Champi- 
gnons, Algues, Cryptogames vasculaires, Phanérogames, une 
substance fondamentale présentant un certain nombre de 
traits communs et qui donne au vacuome ses principales pro- 
priétés. 

Nous conserverons donc le nom de métachromatine pour la 
substance fondamentale du vacuome et nous appellerons cor- 
puscules métachromatiques les granulations formées de cette 
substance. 


B. Cellules sécrélrices lannifères. — Les observations 
vitales nous ont amené à cette conclusion, que les tannins sont 
élaborés à l’intérieur du vacuome, où ils apparaissent peu à 
peu au cours de l’évolution que subissent les cellules embryon- 
naires. 

Par la méthode vitale nous n'avions constaté qu’une seule 
phase dans l'élaboration des composés lanniques; sur les 
coupes fixées ont peut distinguer assez nettement deux phases. 


Première phase. — Au début des transformations, le vacuome 
devient colorable par l’hématoxyline dans sa presque totalité 
comme sil ÿ avait eu formation d'une plus grande quantité 
de métachromatine. Suivant l’état du vacuome, à ce moment, 
on peut observer alors des réseaux vacuolaires colorés en 
totalité par l’hématoxyline en noir foncé, ayant conservé la 
fo:me exacte de ceux que nous connaissons maintenant si bien 
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grâce à l'étude vitale, (Fig. 11 et 12. PI. XII). Ou bien, il y a 
dans le cytoplasme, des sphérules de tailles diverses qui fixent 
très fortement le colorant; comme ces globules sont légère- 
ment contractés au sein d’une petite vacuole arrondie, il en 
résulte qu’ils se montrent entourés d’une auréole claire. 

Ce sont des sphérules du même genre et de gros bätonnets 
qui ont été observés par M. Guilliermond dans le Ricin, mais 
ce dernier ne signale pas de réseaux vacuolaires colorés 
dans leur totalité et montrant conservés leurs plus fins trabé- 
cules, comme ceux que nous avons observés et que nous 
venons de décrire dans le Cèdre du Liban. 

Nous ferons remarquer à ce propos, qu'il y à là un cas de 
coloration de l'appareil vacuolaire « in toto », par une 
méthode mitochondriale : c’est un fait qui n’a pas encore 
été signalé. Il prouve que la méthode de Regaud ne donne 
pas une différenciation d’un système d'éléments particuliers, 
mais qu'elle peut mettre en évidence, suivant les circonstances, 
des corpuscules n'ayant aucun lien génétique entre eux. 

Je crois d’ailleurs qu'il est inutile d’insister plus lon- 
guement sur cette question, car personne ne croit plus à la 
spécificité des méthodes dites mitochondriales, depuis les 
travaux de M. P. A. Dangeard. 

Les réseaux vacuolaires colorés ne sont pas toujours con- 
servés dans leur intégrité comme celui qui a été figuré PL: XIT, 
mais très souvent, on ne retrouve sur les coupes, que des frag- 
ments de l’appareil vacuolaire, sous forme de pelotons ou de 
filaments isolés colorés en noirintense. Ces réseaux s'observent 
non seulement dans l'épiderme, mais aussi dans les cellules 
de parenchyme qui évoluent en éléments sécréteurs. 

Dans les cellules de parenchyme cet surtout dans l'axe du 
bourgeon, on observe souvent de grosses boules teintes en 
noir foncé : elles représentent des masses de sécrétion dont le 
volume est considérable. 

Il est facile de se rendre compte en examinant la disposi- 
tion des cellules sécrétrices et par comparaison avec les résul- 
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tats des chapitres précédents, que celles d'entre elles qui ont 
un vacuome ainsi colorable par l'hématoxyline, correspondent 
à des éléments qui sont déjà tannifères. On les trouve à l’ex- 
trémité des ébauches. foliaires les plus jeunes; au contraire 
sur des feuilles plus âgées, ils sont remplacés par des cellules 
qui présentent un caractère différent qui est celui d’une 
deuxième phase de la sécrétion. 


Deuxième phase de la sécrétion. — Dans les cellules tannifères 
dont le vacuome est coloré en noir, on voit apparaître un pro- 
duit jaune d’or qui se montre de plus en plus nettement. 

Les vacuoles ne sont plus colorées en noir foncé, mais leur 
teinte devient indécise, brunâtre ou jaunâtre. On trouve fré- 
quemment à l’intérieur d’une même cellule, une masse vacuo- 
laire colorée en noir d'un côté du noyau et une autre masse 
colorée en jaune de l’autre bord, avec dans l'intervalle quel- 
ques trabécules rompus, 

Dans les cellules plus évoluées, les vacuoles montrent toutes 
une belle teinte jaune d’or, mais il est toujours possible de 
remarquer sur le pourtour un liseré de métachromatine coloré 
en noir par l'hématoxyline. 


Interprétation des faits. — L'élaboration du composé tannique 
dans ces vacuoles peut s’interpréter de la façon suivante. 

Dans les cellules jeunes embryonnaires, il n'Y a pas de 
tannin et le vacuome renferme une petite quantité de méta- 
chromatine que l'on retrouve précipitée et colorée en noir sur 


les coupes. Plus tard, il se forme des composés tanniques, mais 


la vacuole continue à renfermer de Ja métachromatine et 
même cetle substance est devenue très abondante: il en résulte 
que la substance vacuolaire se colore en noir foncé, parce que 
la teinte jaune naturelle des composés phénoliques précipités 
sous l’aétion du bichromate, est masquée par la coloration 
de la métachromatine. 

Enfin, dans les cellules sécrétrices les plus évoluées, la quan- 
tité de métachromatine est redevenue très faible et ne forme 
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plus qu’une mince bordure noire autour des masses jaune. 
d'or des composés phénoliques. 

Des observations semblables ont été faites chez Abies Nord- 
maänniana et chez Larix leptolepis. 


ART. 2. — ABIES NORDMANNIANA: 


Les observations faites chez l'Abies correspondent presque 
point par point à celles que nous venons de relater chez'le 
Cèdre. | 

Nous avons fait des coupes de bourgeons du mois de sep- 
tembre, alors que les feuilles encore très petités ne renferment 
pas beaucoup de tannin. 

Le vacuome des cellules embryonnaires non sécrétrices, : 
qui fixait le colorant vital et se montrait si souvent sous forme 
de réseaux variés, ne se retrouve plus sur les coupes’ qu'à 
l’état de lacunes claires non colorées. Il est de même rare, que 
lès vacuoles ainsi observées, présentent des granules colorés à 
leur intérieur, comme c'était le cas quelquefois chez le Cèdre. 

Ilen résulte que la substance vacuolaire assez épaisse, qui se 
montrait élective vis-à-vis des colorants vitaux, n'est plus 
représentée après fixation. On doit la considérer comme ayant 
été presque entièrement dissoute. 

Par contre, dès qu'un composé phénolique apparaît dans le 
vacuome, celui-ci se teint fortement en noir, Si l'appareil 
vacuolaire est en réseau, comme c'est souvent la cas, ce der- 
nier peut être entièrement coloré (fig. 13, PL. XIT): Il y a concor- 
dance parfaite avec les observations faites chez le Cèdre, mais 
nous avons rarement vu chez l’Abies des réseaux fixés et 
colorés d’une manière aussi parfaite. 

Lorsque les composés tanniques sont abondants, ils appa- 
raissent au sein du vacuome comme des masses jaune brun 
qui demeurent entourées par une bordure mince colorée en 


noir! 
Les plastes chez l'Abies, comme chez le £èdre se colorent en 
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noir par la méthode de Regaud. On les trouve dans toutes les 
cellules des jeunes feuilles sans exception. Ce sont des grains 
ou de petits bâtonnets n'ayant jamais une allure filamenteuse. 
Les microsomes ne paraissent pas s'être colorés au moyen de 


cette méthode. 


ART 3. — LARIX LEPTOLEPIS. 


Des bourgeons recueillis au mois d'octobre, ont été fixés 
dans du liquide de Regaud. A cette époque, les jeunes feuilles 
contiennent du tannin assez abondamment dans l’assise sous 
épidermique et dans plusieurs cellules de parenchyme; dans 
l’'épiderme, seules les cellules du sommet de la feuille sont 
tannifères. 

Les circonstances de la formation du tannin dans l'appareil 
vacuolaire sont à peu près les mêmes que pour les exemples 
précédents. Lorsqu'une celluie devient tannifère, il se précipite 
dans le vacuome une quantité de sphérules qui se colorent en 
noir par l'hématoxyline. Plus tard, apparaît dans chaque boule 
de sécrétion un noyau jaunâtre qui reste entouré par une 
écorce noire. 

Enfin, dans les cellules sécrétrices les plus évoluées, les 
grandes vacuoles se montrent remplies de gros globules jaune 
d'or, formés par des composés phénoliques. Ces masses de 
produits vacuolaires sont souvent entourées encore d’une 
mince bordure noire de métachromatine. 

Dans toutes les cellules des feuilles de Larix, existent des 
plastes nombreux. Leur forme dans les cellules jeunes est sou- 
vent contournée, filamenteuse, même dans les cellules épi- 
dermiques, où pourtant l'observation vitale ne révèle que des 
plastes en bâtonnets allongés, toujours rectilignes. 

Il faut donc admettre que la fixation produit une déforma- 
tion sensible des plastes et peut donner ainsi à des éléments 
en bâtonnets allongés l'allure de « chondriocontes ». C’est là 
une remarque intéressante à noter, car des chondriocontes 
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flexueux ont été souvent décrits dans des préparations fixées, 


alors qu'il est plus rare de les observer à l'état vivant (cas 
de l'Iris et de la Tulipe). 

La question de la forme des plastes est d’ailleurs un peu 
secondaire, car l’on rencontre parfois dans des cellules voi- 
sines, dans l’épiderme des feuilles d'Iris par exemple, des 
plastes filamenteux ou mitoplastes et des plastes globuleux. 
C’est ce qu'ont montré de récentes études de M. P. A. Dangeard. 

Les plastes apparaissent donc comme des éléments assez 
plastiques, susceptibles de se déformer dans la cellule vivante. 
Ils peuvent aussi subir ces modifications sous l’action des 
fixateurs comme nous venons de le montrer. 

Dans les cellules adultes qui se trouvent au sommet des 
jeunes feuilles, tous les plastes chez le Larix ont pris une forme 
globuleuse. À cet état, ils ne sont plus déformés sous l'effet de 
la fixation. 

Nous attirons l’attention sur ce mince liseré noir que l'on 
constate sur la périphérie des boules vacuolaires de nature 
phénolique. Il représente un dépôt de métachromatine, qui s’est 
précipité sur le pourtour de la vacuole, tandis que le restant 
du suc vacuolaire, constitué par les composés tanniques, s’est 
coagulé en une masse jaune d'or sous l’action du bichromate. 

Ces aspects permettent de comprendre comment les « mito- 
chondristes » ont pu parler de l'élaboration des composés 
tanniques et de l’anthocyane par des mitochondries. Voyons, 
en effet, ce que dit M. Guilliermond à leur sujet chez le Noyer ; 
« les chondriocontes, qui constituent le chondriome dans les 
cellules les plus jeunes, s’assemblent pour la plupart autour du 
noyau ; puis ils s’épaississent par suite de l’élaboration dans 
leur intérieur d’une substance qui, avec les méthodes mitochon- 
driales, apparaît fixée et colorée en jaune, grâce à l’action du 
bichromate de potassium, qui, comme on le sait, précipite Les 
composés phénoliques et leur donne une coloration jaunâtre. 
À ce moment, les chondriocontes se montrent donc constitués 
d’un composé phénolique occupant leur axe et d’une écorce 
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mitochondriale ». Plus loin il parle de boules de composés 


phénoliques qui s'isolent entourées par une mince ‘écorce 
mitochondriale. 

Puis, lorsque la boule de composés phénoliques a ‘achevé 
sa croissance. elle se déverse dans la vacuole et ne tarde pas à 
se dissoudre dans le-suc vacuolaire (Guilliermond (11) 1914). 

On sé rend compte que cette description est complètement 
erronée parce que l’auteur interprète comme écorce mitochon- 
driale un simple dépôt chromatique d’origine vacuolaire. 

Le même cas se présente pour la formation des corpuscules 
métachromatiques chez Pustlularia vesiculosa où M. Guillier- 
mond décrit des vésicules qui se séparent des chondriocontes, 
émigrent dans les vacuoles et continuent à s’accroître tandis 


que leur écorce mitochondriale s’amincit peu à peu (Guillier-. 


mond (7) 1913;. 

Dans les recherches récentes de M. Politis sur l’origine des 
tannins dans la vigne, on peut remarquer une erreur semblable. 
Les mitochondries se transformeraient en vésicules, conte- 
nant à leur intérieur un produit tannique, entouré d’une 
enveloppe mitochondriale — (Sur les corpuscules bruns de la 
brunissure chez la vigne. 1921). 

Il ne me paraît pas impossible que dans la cellule animale 
on ait pu être induit en erreur d’une façon analogue. 

On sait que plusieurs auteurs ont décrit la formation de 
sécrétions diverses, qui apparaissent au moment de leur 
élaboration entourées par une écorce mitochondriale. Il pour- 
rait s'agir, dans quelques-uns de ces cas tout au moins, 
de précipitations, sur la paroi d’une vacuole à sécrétion et non 
pas de la coloration d’un plaste élaborateur. 

En ce qui concerne les exemples étudiés par nous, il est 
certain que l'étude vitale était nécessaire pour interpréter 
correctement les phénomènes, car sans cela, rien n'aurait été 
plus facile que de décrire comme une écorce mitochondriale, 
ce qui n'est en réalité qu'un dépôt, sur le pourtour d’une 
sphérule de sécrétion ou sur la paroi d'un vacuole, 
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: DEUXIÈME PARTIE 


Recherches sur l’aleurone dans les graines et dans 


les plantules, 


INDICATIONS HISTORIQUES. 


L'évolution du vacuome dans les méristèmes des Gymnos- 
permes conduit à des résultats généraux qui sont les suivants : 
le système des vacuoles qui se développe au moment de la 
croissance ét de la différenciation des tissus, provient dans 
tous les cas d’un système préexistant d'éléments vacuolaires. 
Ceux-ci se présentent dans les cellules les plus jeunes, soit sous 
forme de petites vacuoles arrondies à contenu épais ou fluide, 
soit sous forme de masses irrégulières de consistance épaisse, 
soit encore comme des réseaux très variables d’aspects et par- 
fois très fins dont la nature visqueuse apparaît certaine. 

Ces états du vacuome paraissent conditionnés, en partie par 
la vie ralentie des méristèmes durant la saison hivernale, 
mais surtout par des caractères spéciaux aux méristèmes 
comme l'abondance du cytoplasme et la faible teneur en eau ; 
il n’est pas douteux également que la nature de la substance 
vacuolaire puisse entrer en ligne de compte à un moindre 
degré. D'autres tissus sont bien connus pour présenter des 
conditions analogues : ce sont les graines, où les cellules se 
trouvent dans des conditions de vie ralentie, et de faible 
teneur en eau. Nous nous sommes proposé de rechercher sous 
quel élat sé présentait le vacuome dans les graines et de déter- 
miner son évolution pendant la maturation et pendant la 
germination. 

Déjà. avant de commencer nos recherches, on pouvait pré- 
sumcer que l’état du vacuome dans la graine était représenté 
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par les grains d’aleurone décrits dans des cas très nombreux. 

Ces grains étaient en effet depuis les travaux de Pfeffer. 
de Wakker, de Werminki, considérés comme dérivant de 
vacuoles pendant la maturation et comme se transformant 
de nouveau en vacuoles à la germination. Aussi plusieurs 
auteurs les envisageaient-ils comme des hydroleucites albumi- 
nifères desséchés (Van Tieghem), ou des vacuoles riches en 
albumines et concrétées par suite du dessèchement. 

Mais cependant beaucoup d’obscurité subsistait en ce 
qui concerne ces corps et leur véritable nature : on n’admettait 
pas en effet la même origine pour les grains d’aleurone du 
Ricin formés dans des vacuoles et ceux des Légumineuses 
formés dans le protoplasme (1). D'autre part, les grains 
d'aleurone dont l’origine est vacuolaire, proviennent-ils d’une 
précipitation dans une grande vacuole, ou sont-ils le résultat 
de la concrétion de vacuoles préalablement isolées : au moment 
où nous avons abordé ce sujet, ces questions étaient ignorées. 
De même, si la transformation des grains d’aleurone en 
vacuoles à la germination était généralement adoptée, il ne 
s'ensuivait pas forcément qu'elles étaient l’origine du système 
vacuolaire de la plantule. Rien n'empêchait de supposer que 
d’autres vacuoles prenaient naissance à ce moment en des 
points quelconques du protoplasme : c'était même là une 
Opinion courante, car la possibilité d'une néoformation des 
vacuoles était admise sans conteste. 

Une citation empruntée à un fascicule récemment paru 
d'un Traité classique, va nous montrer d’ailleurs quelles 
sont les idées actuelles au sujet de l'aleurone : les transforma- 
tions de l’aleurone au cours de la germination sont en effet 
décrites de la façon suivante : « À ce moment, à mesure que 
l'eau pénètredans touteslescellulesde la graine, les grains d’aleu- 
rone se gonflent; puis on constate que le ou les globoïdes 
augmentent de volume et se morcèlent ; les fragments de ces 


(1) Rendle. On Lhe development of the aleurone grains in the Lupin, (Ann. Botan. 
1885). | 


NUE M 


derniers se répartissent autour du cristalloïde qui se gonfle 
également, se divise, puis se dissout, sa substance se mêlant 
à la masse fondamentale du grain. Le grain d'’aleurone tout 
entier perd ensuite son individualité et se mêle au protoplasma ; 
seuls persistent encore, à ce moment, des fragments de glo- 
boïdes qui finissent eux-mêmes par disparaître. » (G. Bonnier 
et Leclerc du Sablon, Trailé de Bolunique, fascic. VI, p. 2007). 
On voit par la lecture de ce passage quelle étrange conception 
s'était établie au sujet des grains d’aleurone : autant dire que 
l’on ignorait complètement leur véritable nature. 

Ainsi, au moment d'entreprendre ces recherches sur l’aleu- 
rone, cette question se présentait à nous sous un aspect des 
plus confus. Aucune unité de vue n’avait pu s'imposer au 
sujet de la véritable signification de l'aleurone; le problème 
de sa formation dans les graines, de même que celui de son 
utilisation par la plante germée demeurait encore en partie 
mystérieux et, de l'avis général, la solution en était très difficile 
à obtenir. 

Les recherches cytologiques de M. Guilliermond et Beauverie, 
(1908) n'avaient pas apporté de clartés nouvelles en ce qui 
concerne la nature de l’aleurone. Il était nécessaire en effet, 
que la notion du vacuome soit introduite et que l'observation 
vitale püt montrer tous les termes de passage entre l’aleurone 
‘et les vacuoles normales. 

Les observations que nous avons réalisées au moyen de colo- 
rations vitales, nous ont permis d’arriver sur tous ces points 
à des certitudes, qui permettent maintenant de rattacher 
l’aleurone d’une manière très satisfaisante pour l'esprit, aux 
phénomènes d'évolution générale du vacuome. 

Nous avons fait nos premières observations sur l'aleurone 
des Gymnospermes, en prerant pour type le Pin maritime, à 
cause de ses graines relativement grosses et de sa facilité de 
germination. Les recherches suivantes ont porté sur l’aleu- 
rone du Ricin et l’aleurone des Graminées. Leur étude cons- 
tituera autant de chapitres séparés. 


CHAPITRE PREMIER 


Aleurone des Gymnospermes. 


L’aleurone des Gymnospermes n'a donné lieu qu'à un bien 
petit nombre de travaux et ceux-ci sont anciens : les princi- 
pales indications se trouvent à ce sujet dans Pfeffer. L'auteur 
a étudié l’aleurone dans la graine et en se plaçant d’un point 
de vue statique. 

Dans l'exposé qui va suivre, nous verrons au contraire quelle 
est l'évolution de cet aleurone pendant la germination, ce qui 
forme un sujet entièrement nouveau. 


ART. 1. — L’'ALEURONE ET SON EVOLUTION PENDANT LA 
GERMINATION DU PIN MARITIME. 


IL est relativement facile d'obtenir une coloration vitale de 
l'appareil vacuolaire dans une jeune plantule. — II suffit de 
l'immerger toute entière dans un bain colorant, (bleu de crésyl 
ou rouge neutre), aussitôt qu'elle vient d'être recueillie et 


isolée de son endosperme. Au bout de quelques minutes, 
l’épiderme tout entier a pris une coloration pâle, soit bleu 
pâle ou violette (bleu de crésyl), soit orangée ou rose (rouge 
neutre) (fig. 15 el 16, pl. I). 

Cette coloration vitale rapide indique une remarquable 
perméabilité des membranes. En faisant ces essais, nous pré- 
voyions un peu ce résultat, car la jeune plantule que l'on 
isole, se trouve en effet naturellement en mesure d'absorber 


les liquides par toute sa surface, puisqu'elle est plongée au 


sein d'un milieu nutritif qu'elle absorbe peu à peu (endos- 
perme'. 

Lorsqu'on substitue par l'expérience un liquide colorant au 
sue nutritif, la plantule continue sa fonction absorbante et le 
colorant vital pénètre à son intérieur comme le ferait un ali- 
ment. 

Par cet artifice, on obtient des colorations vitales beaucoup 
plus facilement que dansles cas étudiés au chapitre précédent. 

Lorsqu'on a réalisé ainsi une coloration vitale d’une jeune 
plantule de Pin et qu’on observe un lambeau de l’épiderme, 
de l'hypocotyle ou des cotylédons, on constate que les cellules 
épidermiques bien vivantes, montrent leur système vacuolaire 
seul coloré au milieu des autres éléments cellulaires. IL suffit 
alors d'examiner un assez grand nombre de plantules de diffé- 
rents âges, pour connaître l’évolution générale de l'appareil 
vacuolaire dans l’épiderme au cours de la germination. Nous 
décrirons ces phénomènes à partir de la graine mûre, : 


A. Evolution des vacuoles dans l’épiderme. 


1 GRAINE MURE. 


Il est facile d'isoler l'embryon de son endosperme et de le 
placer dans une solution du colorant vital. La coloration ne 
réussit pas toujours et si l’on opère sur un lot de graines 
anciennes on aura souvent des insuccès : dans ce cas, il ya 
bien pénétration du colorant à travers la membrane, mais le 
noyau se colore immédiatement en bleu pâle avec le bleu de 
crésyl, en rose pâle avec le rouge neutre, tandis que le reste de 
la cellule reste incolore. Cette non-réussite est certainement 
due à l’état de moindre vitalité présenté par des graines 
anciennes. En effet, la coloration vitale réussit beaucoup mieux 
lorsqu'on utilise des graines récentes recueillies dans 
l’année (r). 


(1) Le fait précédent constitue très probablement une coloration vitale du 
noyau, + 
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Des essais ont été faits pendant l'hiver de 1922 sur des graines 
de l’année, fournies par la maison Vilmorin et nous avous pu 
obtenir d'excellentes colorations vitales des grains d’aleurone 
dans l'hypocotyle et dans les cotylédons. C’est là, notons le, 
un résultat qui n’a jamais été signalé chez les Gymnospermes. 
Dans tout l'épiderme de l'embryon, les grains d'aleurone se 
présentent comme de petits corpuscules arrondis, qui sont 
répartis en nombre élevé dans un cytoplasme bourré d'huile. 
Cette abondance d'enclaves donne au cytoplasme une appa- 
rence alvéolaire. L'huile dont les globules sont beaucoup plus 
petits que les grains d’aleurone, reste toujours incolore en 
coloration vitale, mais le réseau protoplasmique prend parfois 
une légère coloration diffuse; quant au noyau, il se détache 
toujours en clair dans une préparation vitale bien réussie 
ÉCOLE NIUE 

La teinte prise par les grains d’aleurone est rouge orangée si 
l’on emploie le rouge neutre, violet pale ou quelquefois bleu, 
avec le bleu de crésyl. Ces colorations indiquent une réaction 
alcaline de la substance fondamentale. 

Aucune inclusion ne s’observe normalement à l'intérieur 
des grains d’aleurone de l’épiderme et ceux-ci se montrent 
colorés en totalité et d’une manière uniforme. 

On remarque souvent, parmi les cellules épidermiques, 
quelques cellules mortes dont le noyau est alors teint en rose 
ou en bleu, suivant que l’on a employé le rouge neutre ou le 
bleu de crésyl: l’aleurone est alors complètement décoloré. 
Entre ces cellules dont la vitalité est éteinte, et les éléments 
bien vivants dont le noyau est resté incolore, il existe des 
états intermédiaires représentés par des cellules dont l’aleurone 
est coloré alors que le noyau présente une légère teinte. 

Ces éléments, doivent être considérés, comme présentant 
une vitalité atténuée. 

Lorsqu'on observe ainsi une double coloration de l’aleurone 
et des noyaux, il y a toujours une différence de teinte très 
nette entre le noyau à propriétés acides (teint en bleu pâle ou 
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en rose pâle) et l’aleurone à réaction alcaline, (teint en violet 
pâle ou en rouge orangé). 


27 PLANTULE. 


Lorsqu'une graine est mise à germer, il se produit très 
rapidement des modifications cellulaires dues à l’arrivée de 
l’eau. Ce sont d’abord des transformations des grains d’aleurone 
qui se déforment, s’étirent et s’allongent, par suite évidemment 
des pressions en sens divers qui se produisent dans le cyto- 
plasme. /Fig. 4 à 6, PI. VII). 

Ces déformations sont d’ailleurs lentes au début, mais leur 
vitesse s’accroit peu à peu à mesure que l'énergie du métabo- 


lisme augmente. Ces modifications s’accentuant, les grains 


d'aleurone se trouvent transformés en‘minces filaments parfois 
ramifiés : la minceur de ces éléments est telle, qu’on est 
obligé d'admettre qu’une partie de la substance des grains 
d’aleurone de la graine a disparu et a été utilisée ailleurs. 
(up eti0; PUY TT). 

C’est dans cet état que nous avons observé pour la première 
fois le vacuome des jeunes plantules et nous avons hésité à 
reconnaître dans ces filaments et ces réseaux des éléments 
vacuolaires, jusqu'à ce que nous ayions pu voir, d’une part 
leur transformation en vacuoles dans la plantule âgée, d’autre 
part leur dérivation à partir des grains d’aleurone de la graine. 

Ces filaments vacuolaires ne demeurent pas isolés, mais ne 
tardent pas à se rejoindre pour former ensemble un réseau 
unique très finement ramifié {Fig. 7 el 9, PL III). Bien que 
nous indiquions la marche ordinaire de l'évolution du système 
vacuolaire, il faut remarquer qu’il n'y a aucune régularité 
dans les formes prises par le vacuome, pour cette raison bien 
simple que son état se modifie constamment. Il peut arriver 
ainsi que des éléments d’un réseau se séparent et s’isolent, 
puis se soudent à nouveau en une autre disposition. 

Cet état du vacuome finement réticulé, comme nous venons 
de le décrire, s’observe facilement ‘dans les cotylédons d’une 
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très jeune plantule provenant d'une graine ayant sa coque 
intacte. On peut l'observer très longtemps dans l'extrémité des 
cotylédons, car il persiste tant que ces derniers ont un rôle 
absorbant au contact de l'endosperme, (c’est-à-dire sur des 
plantules ayant quelques centimètres de long). Au contraire 
dans la base des cotylédons et dans l’hypocotyle, cet état du 
vacuome est très passager el il naît rapidement de grandes 
vacuoles par hydratation du réseau vacuolaire. 

_Gette transformation a lieu par une série d'étapes faciles à 
suivre sur une même plantule, qui présente à la fois tous les 
états du vacuome à partir de la pointe des cotylédons jusqu à 
l'hypocotyle. Elle consiste en un gonflement du réseau qui 
prend une place de plus en plus importante dans la cellule à 
mesure que l'huile disparaît, (Fig. 8, PI. II). 11 en résulte de 
grosses masses irrégulièrement lobées, dont on suit les modi- 
fications sous le microscope et qui contiennent un suc 
vacuolaire de plus en plus fluide, {Fig. 10 et 1x1, Pl. HI]. 
Sur des plantules de deux ou trois centimètres de long, l’épi- 
derme de l’hypocotyle a déjà de grandes vacuoles aqueuses, 
uniques par cellules, (Fig. 12, Pl. III), tandis que, si l’on 
remonte vers les cotylédons, on observe toutes les phases de 
l'évolution vacuolaire dont nous venons de parler. 

Formation du lannin. — Pendant que, dans l’épiderme des 
plantules, s'opère cette évolution vacuolaire, on constate à un 
moment donné l'apparition du tannin à l’intérieur du vacuome. 

‘La formation de cette substance débute dans la radicule sur 
des plantules très jeunes, puis elle se montre dans l'hypoco- 
tyle{r); on la voit apparaître plus tard dans les cotylédons dont 
la base devient d’abord tannifère, puis la partie moyenne, puis 
enfin le sommet qui reste assez longtemps dépourvu de tannin. 
Il peut sembler d’ailleurs que l'absence de tannin dans l'épi- 
derme des cotylédons soit en relation avec le rôle absorbant de 
cette partie de la plantule pendant le développement ; mais ce 


(1) Dans l'hypocotyle, il demeure toujours quelques cellules sans tannin qui cons- 
tituent les cellules stomatiques. 
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fait a une autre raison, c’est que les cotylédons s’accroissent 
surtout par leur sommet et il en résulte que les cellules de la - 
pointe sont encore à l'état juvénile, alors qu'un peu plus bas 
elles se chargent de produits tanniques. 


Anthocyane. — La plantule de Pin maritime se colore de 
bonne heure par l'anthocyane, et lorsque les germinations sont 
assez avancées ct que les cotylédons sont épanouis, les hypo- 
cotyles se montrent colorés très vivement en rose intense. 
L'examen d'une coupe de l’hypocotyle dans la région colorée 
montre que l'épiderme seul renferme de l’anthocyane, qui est 
dissoute dans le suc des grandes vacuoles (fig. 13 el 14, pl. TI). 
Nous avons cherché à voir le début de la formation du pig- 
ment: nous avons remarqué qu'il apparaissait d'abord dans 
l'hypocotyle, où l'on commence à trouver des cellules colorées 
sur des plantules de un centimètre de long, alors qu'à l'œil nu, 
on ne distingue encore aucune pigmentation. Dans ces plan- 
tules très jeunes, l'hypocotyle est déjà tannifère; par consé- 
quent, lorsque le pigment anthocyanique apparâit, il succède 
dans le vacuome aux composés lanniques. On peut en conclure 
que l'anthocyane résulte d’une modification des tannins des 
vacuoles dans certaines cellules épidermiques de l'hypocotyle. 
Des cellules pigmentées apparaissent plus tard, non seulement 
dans tout l'hypocotyle, mais aussi dans l'épiderme des cotylé- 
dons, où la couleur de l’anthocyane est masquée par la colora- 
tion verte de la chlorophylle. 


3. DISCUSSION DES RÉSULTATS. 


Nous constatons en résumé, qu'il existe pendant le dévelop- 
pement d'une plantule de Pin maritime à partir de la graine 
des phénomènes d'évolution cellulaire très intéressants. Dans 
tous les stades de la croissance, nous avons porté notre atten- 
tion sur l’appareil vacuolaire. Celui-ci est représenté dans la 
graine par des grains d’aleurone qui forment une réserve 
utilisée pendant. la germination. Dans les très jeunes plantules, 


— 100 — 


il se fait un brassage et une consommation active de subs- 
{ances, qui entraînent des changements considérables du 
système. Celui-ci se transforme en un ensemble de filaments 
ou en un réseau très modifiable au sein du cytoplasme. Puis 
l'apport de l’eau imprime bientôt à ce système un caractère 
différent : Les réseaux se gonflent, se transforment en grosses 
vacuoles aqueuses, en même temps qu’un produit de nouvelle 
formation, le tannin, apparaît à son intérieur et que l’épiderme 
tout entier de la plantule se transforme en une assise tanni- 
fère et plus tard anthocyanifère. 

Ainsi, bien que cela soitun peu inattendu, la mise en réserve 
de l’aleurone dans la graine, la production de tannin puis 
celle d’un pigment rouge, l’anthocyane, dans les plantules, 
tous ces modes d'activité se passent à l’intérieur d’une même 
formation, l'appareil vacuolaire, ou vacuome qui se perpétue 
à partir de lui-même depuis la graine jusque dans les plan- 
tules. 

Si l’on ne connaissait pas la dérivation directe de tous ces 
états du vacuome, il est certain que l’on serait très embarrassé 
pour les expliquer, car l'appareil vacuolaire se comporte 
comme un véritable protée dont les modifications sont inces- 
santes. 

Dans le cas étudié du Pin maritime, les transformations 
dans la forme de cet appareil peuvent trouver une explication. 
D'abord, l’état de grains d’aleurone arrondis et isolés se com- 
prend très bien comme un stade de repos de l’appareil vacuo- 
laire, dans les cellules à l’état de vie ralentie de la graine où 
les mouvements du cytoplasme sont probablement extrême- 
ment faibles. 

Dès que la germination est mise en route (et cela se pro- 
duit au bout de quelques heures), la reprise des mouvements 
cellulaires entraîne, avec l’arrivée de l’eau, des déformations de 
l'appareil qui se transforme en un lacis de filaments, puis en 
un réseau dont la rapidité des changements de forme accuse 
un métabolisme intense, Cependant, on constate que malgré 
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les dislocations que subit cet appareil, dans cet état où l’on 
reconnaîtrait vainement les grains d'aleurone primitifs, celui- 
ci ne disparaît pas, mais malgré la diminution de sa masse, 
assume certainement un rôle très important par suite des 
réactions chimiques qui peuvent avoir lieu sur sa surface mul- 
tipliée. 


Rôle du vacuome. — Si l’on entreprenait de préciser la fonc- 
tion de l’appareil vacuolaire à cette période de la vie cellulaire, 
il faudrait le comparer à un appareil circulatoire ou respiratoire 
dont la nécessité apparaît à l’intérieur d'un cytoplasme sur- 
chargé de gouttelettes d'huile qui sont évidemment autant 
d'obstacles aux échanges rapides. 

Une cellule est en effet un organisme très compliqué malgré 
ses petites dimensions et qui montre en raccourci les fonctions 
du corps tout entier. 

Les vacuoles ont été envisagées jusqu à présent presque uni- 
quement sous leur aspect le plus commun qui est celui des 
cellules adultes : ce sont alors des réservoirs d’eau, de sels, de 
substances organiques solubles ; considérées comme le siège 
des propriétés osmotiques, on leur fait jouer un rôle impor- 
tant dans l'absorption des aliments de la plante, dans la réali- 
sation de la turgescence des organes, dans la circulation des 
substances de cellule à cellule. 

Un autre rôle important doit être attribué au système 
vacuolaire : c’est celui de magasin à réserves qui concentre 
dans les graines des matériaux principalement azotés. Les 
grains d’aleurone ne doivent plus être étudiés en eux-mêmes, 
comme une substance de réserve spéciale aux graines, appa- 
raissant et disparaissant sans laisser de trace à la manière de 
l'huile par exemple, mais comme un état particulier du sys- 
tème vacuolaire. En effet, après avoir joué ce rôle d’accumu- 
lation, le système vacuolaire ne disparaît pas, mais se perpétue 
dans les cellules, remplissant dans la suite des rôles différents. 

Enfin, dans certaines cellules dont la vie est particulièrement 
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active et où les échanges sont considérables, telles que les 
cellules des plantules de Pin et autres Conifères et aussi Îles 
éléments des bourgeons, le système vacuolaire transformé en 
un dédale de filaments doit jouer le rôle d’un appareil de 
liaison entre les diverses parties de la cellule. Et, de fait, on 
n'observe ces formations filamenteuses des vacuoles que dans 
des cellules dont la vie est intense et dont le cytoplasme est soit 
très épais, soit encombré de produits inertes tels que l'huile. 
Au contraire, ces structures ne me paraissent pas liées à la 
présence d’un produit particulier dans les vacuoles, car on Îles 
observe aussi bien dans un système dépourvu de tannin. Elles 
n'existent que lorsque le vacuome possède un état physique 
qui lui donne une consistance épaisse. 

Le cas de l’épiderme des plantules de Pin maritime pose 
un problème assez particulier, c'est celui de l'absorption des 
réserves, qui sont constituées ici en partie, par l’aleurone de 
la graine. 

Nous nous sommes demandé au début, si les états filamen- 
teux du vacuome dans l'épiderme des cotylédons, n'élaient 
pas dus à ce rôle d'absorption. On pourrait d'autant plus le 
croire, que lorsque l'hypocotyle ou la base des cotylédons se 
trouvent portés en dehors dela graine, où ils ne peuventévidem- 
ment plus avoir de rôle absorbant, leur épiderme n’a plus que 
des vacuoles évoluées d'assez grande taille et tannifères. 

Au contraire, les filaments et les réseaux dépourvus de 
tannin persistent longtemps dans. la pointe des cotylédons. 
Un moyen se présentait à nous de décider de la question : 
lorsque la plantule est très petite, les cotylédons sont appli- 
qués les uns contre les autres par leurs faces latérales au con- 
tact et l’épiderme de leur face externe se trouve seul en rapport 
avec l'endosperme et seul il est en mesure d’être traversé par 
les aliments. 

Or, si on détache un cotylédon sur une plantule vivante 
el qu'on le place dans une solution de rouge neutre ou de 
bleu de crésyl, on constate que le colorant pénètre seulement 
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dans l’épiderme de la face externe, alors que les deux autres 
faces restent incolores. C'est là un fait remarquable, qui 
montre que les lois de l'absorption d’un colorant vital sont 
les mêmes que celles des aliments, mais cette expérience 
prouve surtout qu'il existe une différence très marquée entre 
les pouvoirs d'absorption des faces d’un même cotylédon (r). 

À quoi est due cette différence? Nous avons pensé qu’elle 
pouvait provenir du système vacuolaire : mais si l’on colore 
par un séjour prolongé dans le bain, l’épiderme des faces 
internes, on trouve des filaments et des réseaux qui fixent le 
colorant et sont en tous points comparables à ceux de l’épi- 
derme absorbant. Il en résulte que l'inégalité très marquée 
qui se manifeste dans les facultés d'absorption doit être due 
surtout à une différence dans la pénétrabilité des membranes. 

Dans les lignes qui précèdent, nous avons parlé à chaque 
instant des tannins et de leur apparition dans les vacuoles, 
sans préciser par quels procédés nous avions opéré cette loca- 
lisation. Nous allons maintenant indiquer, quels sont les 
réactifs qui nous ont servi, et quel parti on peut tirer de 


chacun d'eux. 


4. LOCALISATION DES TANNINS. 


Bichromate de K à 3 0/0. — C'est le réactif qui donne les 
meilleurs résultats pour la recherche du tannin et sa localisa- 
tion dans les tissus et à l’intérieur des cellules. 

On peut l’employer seul : les jeunes plantules fraîches sont 
placées entières ou par fragments dans une assez grande 
quantité de bichromate; au bout de quelques heures, l'épi- 
derme prend une teinte jaune brun dans toute l’étendue de la 
zone tannifère. L'examen au microscope montre des masses 
jaune brun, précipitées dans les vacuoles de toutes les cellules 
à tannin, mais on remarque que les réseaux, si fréquents dans 

(1) Cette différence de perméabilité aux colorants vitaux s'observe également 


pour l’embryon de la graine, bien qu'il n’ait pas encore de fonction absorbante 
marquée. 
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les cellules vivantes ne se retrouvent plus après l’action du 
réactif : les trabécules sont rompus et remplacés par des ali- 
gnements de globules, libres ou précipités dans des vacuoles. 

Au contraire, si l'on mélange du formol à 4o o/o avec le 
bichromate, dans la proportion du fixateur de Regaud, on 
obtient une image très fidèle du vacuome, dont les réseaux 
même très délicats sont conservés tels qu'ils étaient dans la 
cellule vivante. Comme ces réseaux se trouvent colorés en 
brun par l'effet du bichromate, il en résulte que ce réactif est 
précieux dans l'étude des cellules à tannin. Nous avons vérifié 
que la localisation est la même que si l’on emploie le bichro- 
mate seul. Enfin, au lieu de faire l'essai des tannins dans le 
bichromate formol, mélange qui se trouble rapidement, il 
vaut mieux fixer au préalable des plantules dans du formol à 
ho 0/0, puis les traiter ensuite par le bichromate. IL est facile, 
en opérant de cette façon, de fixer une série complète de plan- 
tules par le formol, puis de faire la recherche du tannin plus 
tard au moyen du bichromate. Il devient facile alors de con- 
naître sur quelles plantules apparaît le tannin et quelles sont 
les lois qui président à la transformation d’un épiderme indif- 
férencié en un épiderme sécréteur. 


Règles d'apparilion du lannin. — On constate que l'embryon 
de la graine est complètement dépourvu de tannin et que les 
très jeunes plantules demeurent également complètement inco- 
lores dans le bichromate. (Stade de plantule très jeune, coque 
de la graine non ouverte). Dès que la coque de la graine s’est 
ouverte sous l'effet de la poussée germinative, le tannin se 
montre dans les cellules épidermiques de la radicule. Dans 
l'hypocotyle et dans les cotylédons, l’épiderme ne brunit pas 
encore et l'examen microscopique des cellules n'y montre pas 
de précipitations brunes. Seuls les tubes sécréteurs (1) sous 
épidermiques se colorent et apparaissent comme de courtes 


(1) Ges tubes sécréteurs ont élé signalés chez les plantules de Gymnospermes par 
M. Chauveaud, 
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lignes brunes; on constate au microscope que les tubes sont 
déjà assez allongés, mais qu'ils ne se colorent pas dans toute leur 
étendue. 

Sur une plantule un peu plus âgée, les tubes sécréteurs sont 
plus longs. L'épiderme de la radicule se colore comme précé- 
demment, mais en outre, la base de l’hypocotyle commence à 
son tour à devenir sécrétrice. Plus tard, l'hypocotyle tout 
entier devient tannifère, puis la base des cotylédons. 

L'extrême pointe des cotylédons reste longtemps dépourvue 
de tannin et reste blanchâtre après l’action du bichromate 
jusque dans les plantules ayant 2 ou 3 em. de longueur, 
c'est-à-dire à peu près tant que les cotylédons ont un rôle 
absorbant au contact de l’endosperme. 

Lorsque les cotylédons sont proches de leur épanouissement, 
on peut faire quelques remarques sur la répartition du tannin 
dans l’épiderme : toutes les cellules épidermiques de la face 
externe ou des faces internes du cotylédon sont tannifères, à 
l'exception toutefois des cellules stomatiques qui se détachent 
en clair sur l’épiderme coloré en brun par le bichromate; (1) 
IlLy a des tubes sécréteurs sous épidermiques sur les trois 
faces (Essai au moyen de bichromate pendant 48 heures). 

Dans l’hypocotyle, de même, le bichromate montre du tan- 
nin dans toutes les cellules sauf dans les cellules stomatiques. 

Cette abondance du tannin dans l’épiderme des jeunes 
plantules donne toute sa valeur à nos observations relatées 
précédemment sur les colorations vitales. En effet, si l'on fait 
exception des cellules stomatiques, faciles à distinguer grâce à 
leur disposition spéciale, on voit que l’évolution des cellules 
épidermiques consiste dans la succession des étapes suivantes : 
1° cellules à vacuome aleurique ; 2° cellules à vacuome fila- 
menteux ou réticulé non tannifère ; 3° cellules à vacuome 
tannifère (réticulé ou non). Un quatrième stade est constitué, 
nous l’avons vu, par les cellules à vacuome anthocyanifère. 


(x) Elles contiennent en réalité une très petite quantité de tannin, et leur colo- 
ration vitale n’est pas métachomatique. 
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Acide osmique 1°/.. — Ge réactif si sensible des tannins ne 
peut nullernent remplacer le bichromate dans la recherche 
du tannin des plantules, parce qu'il est réduit en même temps 
par les huiles qui sont très abondantes dans les jeunes plan- 
tules. Cependant, on arrive avec un peu d'habitude et sur des 
coupes tangentielles très minces d'épiderme, à distinguer la cou- 
leur noire du vacuome tannifère, de la teinte brunâtre prise par 
les globules d'huile. Cela suffit pour constater que la disposition 
des cellules tannifères se révèle identique par ce procédé à celle 
que montre le bichromate. D'ailleurs, lorsque la plantule a 
quelques centimètres, l'huile n’est plus gênante parce qu’elle 
est beaucoup moins abondante et l’acide osmique peut rendre 
exactement les mêmes services que le bichromate, car il fixe le 
vacuome dans ses détails (réseaux). 


Sels de fer. — Le perchlorure de fer est un mauvais réactif 
microchimique des tannins, car il désorganise la cellule. Il 
colore bien les tubes sécréteurs en noir ou brun noir, mais 
donne de moins bons résultats dans les cellules épidermiques. 


Acélolungstale de soude. — Le tannin des vacuoles ne se 
colore par ce réactif que lorsqu'il est en quantité notable, 
comme dans les vacuoles de la radicule. Il forme alors des 
masses de couleur jaune fauve ; dans l'hypocotyle, à l'époque où 
celui-ci est peu tannifère, il se précipite de petits granules 
qui paraissent incolores. La localisation des cellules tannifères 
est la même qu'avec le bichromate et l’acide osmique. 


Hypochlorile de soude. — Ce réactif donne une coloration 
jaune citron dans les vacuoles tannifères. Dans quelques cas, la 
teinte prise est jaune vert très nettement. Ces colorations 
sobservent, bien entendu, après une action ménagée de 
l’hypochlorite, car si l'effet est prolongé, il se produit comme 
l'on sait une destruction complète du contenu cellulaire. Ce 
réactif est considéré comme indiquant la présence d'acide 
ellagique. 
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Réactif de Courlonne. — (Acétate neutre de plomb). 

Après un contact de 24 heures, on constate un précipité 
jaune grisâtre dans les cellules tannifères de l’hypocotyle. Ge 
réactif donne au contraire un précipité formé de petits grains 
verts dans les vacuoles à anthocyane. 

Les tubes sécréteurs se colorent en jaune grisàtre. 


B. — KEtudes des autres lignées cellulaires dans la 


plantule de Pin maritime. 


Dans les pages précédentes, l’évolution vacuolaire a été 
suivie avec détail, dans un seul tissu, l’épiderme des cotylédons 
et de l’hypocotyle chez la plantule; il est nécessaire en effet, 
pour dés recherches aussi délicates, de se limiter à une seule 
lignée cellulaire et de l'étudier complètement, car les résultats 
obtenus ont une importance théorique très grande qui dépasse 
beaucoup le simple exposé des faits : il s'agit en effet de 
prendre parti au sujet de questions telles que celles-ci : les 
vacuoles constituent-elles un système d'éléments autonomes? 
peuvent elles apparaître de novo dans un cytoplasme 
précédemment homogène? L'évolution de l’aleurone telle que 
nous venons de la décrire, prouve nettement que les vacuoles 
dérivent toujours d’autres vacuoles ou de corpuscules vacuo- 
laires préexistlants, et que par conséquent elles ne se forment 
jamais de novo. 

Les autres tissus de l'embryon du Pin, renfermant des grains 
d’aleurone tout comme l’épiderme; il est déjà certain par 
analogie que ces grains se transforment en vacuoles pendant 
la germination, mais il est naturellement plus difficile de 
suivre leur évolution au moyen de colorations vitales, car il 
est nécessaire d'opérer les colorations sur des coupes. — 
Toutefois, il n’y a pas là une difficulté insurmontable. 

Lorsque la plantule de Pin maritime est jeune, on peut faci- 
lement la séparer en deux moitiés longitudinales au moyen 
du rasoir. Les deux parties ainsi isolées peuvent être ensuite 
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colorées dans une solution de rouge neutre ou de bleu de 
crésyl et l’on obtient de bonnes colorations vitales dans les 
cellules vivantes qui se trouvent un peu au-dessous de la sur- 
face de section. 

On constate de cette façon que les grains d’aleurone, au 
cours de leurs transformations, restent toujours colorables 
vitalement. Leur évolution pendant la germination consiste 
en une liquéfaction progressive qui aboutit au système des 
vacuoles de la plantule. 

A ce sujet, il existe de nombreuses variantes. Dans les cel- 
lules de l’écorce et de la moelle, les grains d'aleurone sont 
volumineux de forme ovale et renferment un globoïde. 
Lorsqu'ils se transforment en vacuoles, leur substance fonda- 
mentale devient de plus en plus liquide et le volume du grain 
augmente. En cet état, le grain est déjà transformé en une 
petite vacuole et la paroi de celle-ci, facilement dépressible, se 
déforme sous l'effet des pressions à son contact, d’où résultent 
les formes un peu irrégulières ou étoilées qu’on observe à ce 
moment. Le globoïde, assez longtemps visible comme une 
inclusion incolore, finit par disparaître. 

À mesure que le suc aleurique devient moins épais, il se 
montre plus facile à précipiter et dans les colorations vitales il 
est fréquent d'observer le dépôt de corpuscules variés, très 
colorés, qui s'appliquent sur les parois des vacuoles. 

En cet état, les vacuoles aleuriques ayant perdu leurs inclu- 
sions dissoutes et possédant un suc peu épais, ne diffèrent pas 
sensiblement des vacuoles typiques. D'autre part. leur suc qui 
était assez alcalin au début, (teinte rouge brique du rouge 
neutre), est devenu neutre ou légèrement acide, (teinte rose du 
rouge neutre). 

Il est assez fréquent d'observer dans les cellules de paren- 
chyme dont nous venons de parler, (écorce et moelle), à côté 
des gros corps aleuriques à inclusion précédemment cités, de 
petits grains d’aleurone sans inclusion qui les accompagnent. 
Ces grains ne sont pas des néoformations, car ils existent déjà 
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dans la graine ; au cours de la germination, ils se comportent 
d'une façon un peu différente de celles des gros grains à 
inclusions, car ils prennent sous l’effet des pressions internes 
des formes allongées qu'on ne saurait mieux comparer qu’à 
celles développées dans l’épiderme. Ils finissent par se 
fusionner avec les autres vacuoles. 

En dehors des parenchymes, il y a dans les autres tissus de 
l'embryon de Pin, des grains d’aleurone petits et sans inclu- 
sion comparables à ceux de l’épiderme; il en est ainsi dans 
le méristème terminal de la radicule, dans le méristème vas- 
culaire de l’hypocotyle et des cotylédons, enfin dans la 
gemmule. 

Dans le méristème vasculaire, les colorations vitales sur 
coupes, montrent que l'évolution de l’aleurone en vacuoles a 
lieu avec passage intermédiaire par des formes filamenteuses 
et des réseaux. (fig. 17, pl. 11). 

Dans la gemmule une évolution analogue se produit; 
comme elle est plus facile à observer, nous l’avons suivie en 
détail. 

Gemmule. — Dans la graine mûre, la gemmule constitue une 
zone en forme de coussinet située entre les cotylédons. On 
peut colorer vitalement les cellules de cette région au moyen 
du rouge neutre qui met en évidence de nombreux petits 
grains d’aleurone arrondis, sans inclusions, répartis unifor- 
mément dans un cytoplasme épais et oléifère. Ces petits corps 
sont à ce moment de réaction alcaline, car ils prennent une 
teinte jaune orangée (fig. 14, pl. IT). 

Au moment de la germination, il apparaît sur le point de 
végétation des protubérances correspondant aux futures feuilles 
et qui sont disposées en plusieurs verticilles. Lorsque la 
plantule a une racine de un centimètre environ, les jeunes 
feuilles du verticille externe sont déjà individualisées et pré- 
sentent une forme triangulaire ; leur longueur est encore très 
faible. Les cellules épidermiques ont leur vacuome formé de 
filaments ou de réseaux d’une finesse extrême, dont la couleur 
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est orangée, indiquant toujours une nature un peu alcaline de 
la substance dont il sont formés (Fig. 15, pl. 11). Ces réseaux 
sont très modifiables. Il n’y a pas de doute qu’ils proviennent 
des grains d’aleurone présents dans les cellules embryonnaires 
de la gemmule, dans la graine. Ceux-ci subissent donc dans la 
gemmule une évolution comparable à ce qui se passe dans 
l’'épiderme des cotylédons. 

La transformation ultérieure en grandes vacuoles peut 
s'observer facilement sur des plantules de même âge, car déjà 
l'évolution des vacuoles est plus avancée dans la pointe de la 
jeune feuille, où les vacuoles sont assez grandes, prennent déjà 
une réaction acide et se colorent en brun ou en rouge. 

Sur les feuilles des plantules plus âgées, les cellules à 
vacuome filamenteux ou réticulé sont beaucoup plus rares etelles 
ne s’observent plus qu’à la base; quant aux cellules à vacuoles 
évoluées qu'on observe dans la plus grande partie du limbe, 
elles sont à divers stades de transformation. Nous avons cons- 
taté, non sans surprise, que les grosses vacuoles qui sont 
refoulées aux extrémités de la cellule par suite de la position 
centrale du noyau, restent reliées entre elles par de fins trabé- 
cules anastomosés eux-mêmes en réseau dont l’ensemble 
forme une sorte de corbeille autour du noyau (fig. 18, pl. IT). 

IL y a là certainement un dispositif extrêmement favorable 
aux échanges : il est bien probable que ces relations de grosses 
vacuoles entre elles ont dû passer inaperçues dans un grand 
nombre de cas. En effet, si l'on ne fait pas de coloration 
vitale, les trabécules très fins qui sont autour du noyau ne se 
distinguent pas aisément : surtout, ils sont extrêmement sen- 
sibles aux modifications de la tension superficielle et ne tardent 
pas à se résoudre, sous les yeux de l’observateur, en un certain 
nombre de vacuoles à contours arrondis et de tailles diverses. 

Remarquons que dans les plus jeunes feuilles primordiales, 
lorsque le vacuome est à l’état de réseau ténu, il est absolu- 
ment invisible sans coloration ; sa coloration vitale se fait 
progressivement, et l'intensité de la teinte s'accroît peu à peu, 
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ce qui prouve bien l'authenticité indiscutable de ces éléments 
qui appartiennent à la cellule vivante et ne sont aucunement 
modifiés par l'entrée du colorant vital au début d'une observa- 
tion. Lorsque le vacuome se trouve au stade de réseau assez gros, 
et qu'il est tannifère, il devient réfringent et il est alors visible 
directement dans les cellules vivantes sans aucun artifice. 
C’est encore Ià un moyen qui permet de s'assurer de la réalité 
des images fournies en coloration vitale, car il suffit d'un peu 
de bleu de crésyl introduit sous la lamelle pour colorer ces 
réseaux sans modification. D'ailleurs, si l’on observe fréquem- 
ment la transformation d’un réseau vacuolaire en petites 
vacuoles séparées, à la suite d’un examen microscopique pro- 
longé, l'inverse n’a jamais lieu : les réseaux vacuolaires sonl 
donc bien un des aspects normaux du vacuome sons l'influence 
des phénomènes de la vie cellulaire. à 

Nous avons fait l’essai de l’acide osmique sur les jeunes 
feuilles. La réduction a lieu au contact des vacuoles à tannin 
qui sont abondantes au sommet d’une jeune feuille ayant r milli- 


mètre de longueur. Le tannin apparaît de bonne heure, car l'acide 


osmique colore et fixe des réseaux parfois très fins sans altérer 
sensiblement leur forme. On trouve cependant à la base d'une 
feuille suffisamment jeune, des cellules moins différenciées qui 
ne réagissent pas et doivent être encore dépourvues de com- 
posés phénoliques : elles correspondent aux cellules dont le 
vacuome est en réseau orangé. Comme d'autre part les grains 
d'aleurone dont dérivent les vacuoles, n’offrent dans la graine 
aucune des réaclions du tannin, il est certain que l'apparition 
de ces composés ne constitue qu'un stade de l'évolution 
chimique du vacuome, ce qui est conforme à ce que nous 
connaissons ailleurs. 

Les cellules à grains d’aleurone.et celles à l'intérieur des- 
quelles, à la germination, on colore des réseaux orangés, sont 
des éléments qui ne montrent aucun système de vacuoles sur 


Je vivant, sans coloration. On pourrait croire qu'il s’agit de 


cellules à cytoplasme plein, d’où l'intérêt que présente leur 
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coloration vitale. Au contraire, dès que le système renferme 
du tannin, il devient réfringent et l’on pourrait croire que 
l’on assiste alors à une néoformation des vacuoles : en réalité, 


il n’en est rien comme nous venons de le démontrer. 


C.- Etude de la plantule de Pin maritime 


après fixation et coloration. 


Il existe un excellent procédé pour mettre en évidence 
l’aleurone dans les diverses parties de la graine ; il consiste à 
employer la méthode de Regaud. Dans ces conditions, la 
substance fondamentale des grains d’aleurone fixe avec énergie 
l’'hématoxyline et se colore en noir; on peut alors caractériser 
dans l'embryon de Pin plusieurs sortes de grains d’aleurone, 
qui correspondent à ceux que nous avons distingués précé- 
demment au moyen d'observations vitales. 

Dans l’épiderme des cotylédons et de l’hypocotyle, nous 
avions reconnu de petits grains sans inclusions. Après fixation 
et coloration, ces cellules montrent les mêmes corps aleu- 
riques teints en noir intense par l’hématoxyline. Lorsqu'on 
régresse suffisamment la préparation, on peut en observer qui 
sont décolorés partiellement et gardent seulement une couleur 
gris pale. Ces grains n’ont subi du fait de la fixation aucune 
rétraction et ils ne sont entourés d’aucune auréole hyaline, 
comme ce serait le cas s’il y avait contraction de leur subs- 
tance (fig. 3 et 4, pl. XIV). 

Ils peuvent se présenter sous plusieurs. états ; quelquefois 
ils sont colorés en totalité; plus souvent leur protéine est 
précipitée sous l’action du fixateur, à l’état de petits granules 
libres dans le minuscule vacuole, ou bien sous forme d’un 
croissant coloré sur les parois, ce qui pourrait faire croire à 
l'existence d’un globoïde. Parfois même, la structure est telle 
qu’elle rappelle celle d’un grain à deux globoïdes. Les grains 
d’aleurone sont entourés d’une mince couche de cytoplasme ; 
celui-ci dessine un réseau irrégulier coloré en gris, dans les 


+ sais 
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mailles duquel se trouvaient les globules d'huile : ces derniers 
ayant été dissouts au cours du montage des préparations, 
apparaissent comme autant d'espaces clairs (1). Dans les tra- 
bécules du réseau protoplasmique se trouvent de petites gra- 
nulations : les unes assez grosses, en courts bâtonnets ou en 
grains, correspondent, aux plastes, les autres beaucoup plus 
petites sont très probablement des microsomes (fig. 1, pl. XIÏ). 
Les plastes sont parfois producteurs d'amidon, comme on peut 
l’observer en faisant agir de l’eau iodée sur la préparation, ou 
mieux encore sur une coupe d’embryon frais. 

En dehors de l’épiderme, la méthode de Regaud permet de 
reconnaître, qu'il existe dans d’autres régions de l'embryon, de 
petits grains d’aleurone de même sorte que ceux de l’épiderme 


et qui correspondent aux élément colorés vitalement et décrits 
précédemment. 


Cellules de la gemmule. — Les cellules de la gemmule con- 
tiennent comme l’épiderme des grains d’aleurone sans inclu- 
sions ; après fixation et coloration au moyen de la méthode de 
Regaud on les met très bien en évidence (fig. 3. pl. XIT). Ce sont 
des grains arrondis, de tailles diverses, qui fixent fortement 
l’hématoxyline et se teignent en noir foncé : leur nombre est 
élevé. Ils sont séparés les uns des autres par des espaces clairs, 
provenant de la dissolution de l'huile et le cytoplasme les 
entoure étroitement. Ces grains d’aleurone, qui représentent ici 
l’appareil vacuolaire de la cellule, se colorent donc absolu- 
ment comme le feraient des plastes et sans aucune rétraction (2). 

En dehors des grains d’aleurone, il y a de petites granula- 
tions dont la taille se rapproche beaucoup de celle des plus 
petits grains d’aleurone, de sorte qu'il y a là une vraie diffi- 
culté pour distinguer ce qui correspond aux plastes et ce qui 
correspond aux grains d’aleurone. Cependant si l'on régresse 


(1) Ces espaces clairs ne doivent pas être pris pour des vacuoles lesquelles sont 
inexistantes et représentées en puissance par les grains d’aleurone. 


(2) Ils se colorent en lotalité et leur contenu se précipite rarement, 


Dangeard 
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suffisamment la préparation, les plastes et les microsomes se 
décolorent complètement, tandis que l’aleurone reste colorée. 


Cellules des faisceaux procambiaux. — Celles qui sont au voi- 
sinage des initiales et les initiales elles-mêmes, ont un contenu 
épais, renfermant une grande quantité de grains d’aleurone 
fortement colorés en noir par l’hématoxyline. Là aussi il est 
très difficile de distinguer les grains d’aleurone des granu- 
lations étrangères au vacuome. On peut affirmer cependant 
que tous les éléments sont granuleux (Jig. 2, pl. AT). 

Comme exemple de cellule renfermant des grains d’aleurone 
à inclusions nous pouvons décrire une cellule parenchyma- 
teuse de l’hypocotvle. 


Cellules de parenchyme. — Ce sont des cellules assez grosses, 
généralement rectangulaires sur les coupes longitudinales; 
elles renferment un gros noyau central assez souvent déformé. 
La cytoplasme forme un réseau, dont les mailles entourent 
les inclusions abondantes, représentées par l’aleurone et par 
l'huile. Comme les globules d'huile ont été dissous, il ne reste 
plus à leur place que des espaces clairs, qu'il ne faudrait pas 
confondre avec des vacuoles. 

Les grains d’aleurone sont nombreux et presque tous de 
grande taille, leur forme est arrondie ou ovale ; ils contiennent 
un ou deux globoïdes incolores, tandis que la substance fonda- 
mentale est colorée par l’hématoxyline en noir ou en gris 
foncé suivant l’état plus ou moins régressé de la préparation. Il 
existe ordinairement de petits grains d’aleurone d’une taille 
beaucoup plus petite en compagnie des précédents ; ils peuvent 
être dépourvus d’inclusions et dans ce cas se colorent en tota- 
lité par l'hématoxyline (fig. 3, pl. XIV). 

En dehors des enclaves du cytoplasme, il y a un système 
de plastes arrondis ou ovales ; ils secrètent de l’amidon dans la 
graine abondamment. | 

Cette étude de l'embryon de la graine, fixée et colorée sui- 
vant la méthode de Regaud, confirme et complète ce que 
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nous avions appris déjà au moyen de la méthode vitale. Elle 
montre entre autres résultats intéressants, que les grains 
d'aleurone ne sont jamais à l’intérieur de vacuoles, mais sont 
entourés directement par le cytoplasme; il n'existe pas de 
vacuoles à proprement parler dans les tissus de l'embryon 
d'une graine, mais seulement un système d'éléments vacuo- 
laires compacts, les grains d’aleurone, qui sont fixés sans 
aucune contraction de leur substance à l'intérieur du cyto- 
plasme et se colorent d’une manière intense par l’hématoxyline. 
Ces grains lorsqu'ils sont petits et sans inclusion, (épiderme, 
gemmule, méristème vasculaire), peuvent être confondus avec 
les globules d'huile si l’on emploie un fixateur osmié (liquide de 
Laguesse). La méthode vitale est très utile dans ce cas pour 
interpréter les préparations. 

La méthode de Regaud est donc très favorable à l'étude de 
la graine; elle se montre au contraire en partie défectueuse 
lorsqu'il s’agit de suivre l’évolution de l’aleurone pendant la 
germination. 


Germinalion. — Il faudrait comme précédemment suivre 
l’évolution de chaque lignée cellulaire. Nous n'avons pas 
l'intention de le faire ; il n’y a en somme que deux catégories 
principales de cellules assez dissemblables, celles des méris- 
tèmes (y compris l’épiderme) et celles des parenchymes. 

Dans les méristèmes, l'évolution de l’aleurone est particuliè- 
rement difficile à suivre au cours de la germination ; les petits 
grains d’aleurone déjà peu distincts des plastes dans la graine, 
deviennent méconnaissables ; on ne les reconnaît guère que 
dès le début de la germination (fig. 6, pl. XII). Is ont alors les 
mêmes caractères que ceux de la graine. Plus tard ils se trans- 
forment en filaments et en réseaux délicats comme nous le 
savons, mais ceux-ci ne sont pas fixés ; ils doivent être repré- 
sentés par de minces canalicules incolores que l'on voit quelque- 
fois. Ces minces boyaux doivent contenir un contenu colorable 
plus ou moins précipité, mais il est impossible de faire aucune 
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distinction dans des cellules aussi petites entre les granules 
vacuolaires et ceux qui représentent des plastes ou des micro- 
somes. 

D'autre part, les inclusions d'huile qui sont dissoutes laissent 
après elle autant d'espaces clairs que nous n'avons aucun 
moyen de distinguer des vraies lacunes vacuolaires. 

Pour toutes ces raisons, la méthode de Regaud se. montre 
inférieure à la méthode des colora!ions vitales, sans laquelle 
l’on ne saurait pas jusqu à présent reconnaître l'évolution de 
l’aleurone si particulière des cellules méristématiques. 

Dans les cellules de parenchyme la distinction des éléments 
au cours de la germination, quoique fort difficile, peut être 
faite beaucoup mieux. 

Le caractère principal du cytoplasme est d’être vacuo- 
lisé, mais les vacuoles ne sont pas toutes de même nature ; 
les unes, petites et arrondies correspondent certainement à de 
petits espaces occupés par de l’huile dans la cellule vivante, 
les autres, plus grandes, de forme irrégulière et même 
filamenteuse, sont des vacuoles d'origine aleurique. Il n'y a pas 
de distinction nette à faire, sauf lorsqu'on trouve des corpus- 
cules colorés dans ces vacuoles : on sait alors qu'il ne s'agit 
pas d’une lacune d’origine oléagineuse (fig..5, pl. XIT). 

Les grains d’aleurone non transformés en vacuoles et gardant 
leur forme et leur aspect caractéristiques, s'observent assez 
longtemps (plantules de 2 em. long et plus), c’est dans les 
cotylédons qu’on les observe le plus longtemps. Leur protéine 
peut se présenter non précipitée et colorée par l'hématoxyline 
en noir, soit d’une façon homogène, soit sous forme d’un fin 
dépôt granuleux à l’intérieur de la vacuole (fig. 4, 7,8, pl. XI). 

La méthode de Regaud donne peu de renseignements sur 
le mode d'évolution de l'aleurone. En effet, lorsque les grains 
sont partiellement transformés en vacuoles, on distingue mal 
celles-ci des lacunes d’origine oléagineuse et il est impossible 
de se faire une opinion par ce procédé sur une néoformation 
possible de vacuoles, au cours de la germination. Cette forma- 
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tion de novo, paraît impossible à admettre après les résultats 
obtenus dans les préparations vitales. 

A côté de l’aleurone existe Le système des plastes fort net, sur 
tout dans le parenchyme cotylédonnaire. Leur forme est nor- 
male, arrondie, ovale et souvent en massue. Ils présentent de 
petites vésicules claires sur leur trajet, correspondant à de l’ami- 
on g./7,:8, 0010, pl XI). 

Les microsomes forment aussi un système très distinct. 


Tubes sécréleurs. -— Ces éléments ont été décrits par 
M. Chauveaud dans les plantules de Conifères. Ce sont des tubes 
allongés qui se développent d’une façon considérable dans 
les jeunes germinations : plus tard ils sont absents en général. 

Leur étude histologique n'a pas été faite et les descriptions 
de M. Chauveaud ne nous apprennent pas s’il s’agit de tubes 
plurinucléés ou mononucléés, ni quel genre de sécrétion est 
contenu dans ces tubes. Il est donc nécessaire que nous don- 
nions quelques détails à ce sujet. 

Les coupes en série permettent de s’assurer que les tubes 
sécréteurs sont toujours unicellulaires et uninucléés. Ils sont 
formés par une seule cellule, qui subit un allongement très 
considérable, ce qui peut lui donner une longueur totale de 
plusieurs millimètres alors que la largeur ne dépasse pas une 
trentaine de & (fig. 10, pl. XII). 

Le noyau est unique, mais d’une taille très grande et il est 
allongé dans le sens de la longueur du tube. Il montre à ‘sa 
surface plusieurs nucléoles très gros disposés en ligne. 

La substance sécrétée est contenue dans deux très grandes 
vacuoles, remplissant une bonne partie du diamètre du tube 
et s'étendant dans toute sa longueur. 

Par suite de la disposition des vacuoles, le cytoplasme se 
trouve réduit à une mince couche pariétale dans la plus 
grande partie de la longueur du tube et ce n’est que dans la 
région qui avoisine le noyau, ainsi qu'aux extrémités, que son 
abondance est un peu plus grande, 
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Cette couche pariétale est très intéressante par la distinc- 
tion très nette qu'elle montre entre les éléments cytoplas- 
miques. Les uns sont des plastes très caractérisés, qui sont 
pourvus sur leur trajet d'une petite vésicule incolore. Gelle- 
ci représente très probablement de l'amidon. 

Ces plastes ont souvent une forme allongée, droite ou 
incurvée, ce sont alors des filaments correspondant à ce 
que M. P. À Dangeard appelle des nitoplastes (fig. 10, pl. AN). 

A côté d'eux, des granulations toutes semblables et 
sphériques, de très petit taille représentent le sphérome 
(sphérosomes ou microsomes de M. P. A. Dangeard.) 


Sécrétion des tubes. — Toujours renfermée dans les vacuoles, 
la sécrétion correspond à un contenu tannifère; nous avons 
signalé en effet plus haut, que sur les jeunes plantules les 
tubes sécréteurs apparaissaient de bonne heure et s'indiquaient 
comme des lignes brunes sous l’action du bichromate de 
potasse. 

Il donnent également les autres réactions des tannins, 
(acide osmique, perchlorure de fer). Sur les coupes fixées et 
colorées par la méthode de Regaud, le contenu vacuolaire se 
présente comme un fin précipité granuleux faiblement coloré 
en gris (fig. 10, pl. XII). 


Un des faits les plus marquants que met. en évidence la 
méthode de Regaud appliquée à l’aleurone est le suivant : dans 
la graine, la substance protéique fondamentale se colore en 
noir foncé par l’hématoxyline,; dès la germination les grains 
d'aleurone se transforment en vacuoles qui ne contiennent 
plus qu'une infime proportion de substance chromophile. 

Cctte matière devenant de plus en plus diluée dans le suc 
cellulaire, finit par ne plus être représentée que par 
quelques granules qui se retrouvent précipités et fortement 
colorés en noir à l'intérieur de la vacuole. Nous pensons que 
celle substance est identique à celle qui donne lieu au 


— 119 — 


phénomène des colorations vitales et nous l’assimilons à la 
métachromatine en raison de ces deux propriétés principales. 


ART. 2. — L'ALEURONE ET SON E VOLUTION 
PENDANT LA GERMINATION DE QUELQUES GYMNOSPERMES 


Nous avons coloré vitalement un certain nombre de plan- 
tules de Gymnospermes prises à des états divers de leur déve- 
loppement, afin d'y rechercher de quelle façon se faisait 
l’évolution de l’aleurone pendant la germination par compa- 
raison avec le Pin maritime. 

Partout nous avons trouvé une analogie très grande avec 
ce qui se passe chez le Pin. | 

Pour observer des grains d’aleurone, il faut colorer des plan- 
tules très jeunes dont l'enveloppe séminale est encore intacte. 

Plus tard, l’épiderme des plantules ne montre plus ordi- 
nairement que des réseaux vacuolaires provenantde ia réunion 
des substances aleuriques entre elles. Enfin les plantules plus 
âgées ont:un épiderme tannifère et même parfois anthocyani- 
fère et ces produits sont renfermés dans des vacuoles typiques, 
largement dilatées. 

Les expériences de coloration vitale ni portées sur les 
espèces suivantes : 

Thuia orientalis, Cupressus sempervirens, Cedrus libani, Larix 
europea, Taxus baccala, Gingko biloba. 


A. THUIA:ORIENTALIS. 


La germination des graines de Thuia a lieu facilement et se 
produit au bout de dix à Quinze jours à l’étuve à 200. 
Les très jeunes plantules, au stade où la coque de la graine 
vient d’éclater, se colorent très facilement par le rouge neutre ; 
après un séjour dei quelques minutes dans le bain colorant, 
leurs cotylédons et leurs hypocotyles ont pris une teinte 
orangée, tandis que les cellules de la coiffe se sont colorées en 
rose (192 02e, CRU IV): L'examen de coupes tangentielles 
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des cotylédons, montre des cellules épidermiques allongées, 
deux ou trois fois plus longues que larges et renfermant dans 
leur partie centrale un gros noyau. Dans le cytoplasme sont 
accumulées de très nombreuses gouttelettes d'huile et de 
petits grains d’aleurone, au nombre de vingt ou trente par 
cellule, qui se colorent en rouge orangé intense : le reste de 
la cellule reste complètement incolore. Certains grains d’aleu- 
rone n’ont déjà plus la forme sphérique qu'ils avaient dans la 
graine : ils commencent à se déformer et à prendre des allures 
filamenteuses (lg. 9, pl. IV). 

Dans l'hypocotyle, l'évolution du vacuome de cette plan- 
tule est plus avancée : on ne trouve plus de cellules à très 
petits grains d’aleurone comme dans les cotylédons, mais un 
vacuome en réseau orangé ou en grosses masses vacuolaires 
situées à chaque extrémité de la cellule (fig. 10, pl. IV). De 
place en place il y a des cellules à vacuome rouge ou rosé 
(ces cellules sont les éléments tannifères) (fig. 11, pl, IV). 

Lorsqu'on observe le vacuome dans l’épiderme à partir 
des cotylédons jusqu'à l'hypocotyle, les aspects de réseau 
deviennent de plus en plus fréquents. En un mot, il y a toutes 
les transitions dans une plantule de cet âge entre l’aleurone et 
les vacuoles plus grandes qui résultent de leur évolution. 


Essai des réactifs des lannins. (Acide osmique\. — Une plan- 
tule très jeune dont la racine commence à se montrer au 
dehors, est placée dans l'acide osmique à 1 o/o : elle noircit 
très vite à cause des globules d'huile juxtaposés, très nombreux 
dans toutes les cellules. Dans les cotylédons une coupe tan- 
gentielle permet de voir des globules d'huile juxtaposés, des 
intervalles incolores (cytoplasme) et quelques globules inco- 
lores clairs (aleurone). À la base de l’hypocotyle, il y a au 
contraire du tannin dans certaines cellules, on le reconnaît à 
un précipité de petits grains noirs dans les vacuoles ; ce sont 
les cellules qui prennent une teinte rose en coloration vitale 
comme nous l’avons vu précédemment, 
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Le bichromate de K à 3 0/0 donne un précipité brun dans 
les cellules à tannin. Le chlorure ferrique donne un précipité 
noir dans ces mêmes cellules. 

Les plantules de Thuia élaborent donc du tannin dans les 
mêmes conditions que celles du Pin maritime. Ce tannin 
paraît être de même nature. 


B. CUPRESSUS SEMPERVIRENS. 


Lorsque la graine commence à germer (éclatement de la 
coque), la plantule peut être extraite facilement de l’endosperme 
au sein duquel elle est plongée. Elle consiste en un petit axe 
terminé d’un côté par deux cotylédons aplatis et de l’autre 
par une extrémité arrondie revêlue par les cellules de la 
coiffe. 

La plantule étant placée dans une solution de colorant vital, 
on constate une pénétration rapide dans les cellules de la 
coiffe, qui prend une teinte rosée (s’il s’agit du rouge neutre). 
(fig. 20, pl. IV). 

L'hypocotyle et les cotylédons prennent au contraire une 
teinte orangée pâle. Enfin lorsque le contact avec le colorant 
a été prolongé, on remarque des lignes colorées, allongées 
parallèlement à la longueur du cotylédon et qui correspondent 
aux vacuoles tannifères des tubes sécréteurs (tubes sécréteurs 
de M. Chauveaud), qui sont situés sous l’épiderme ‘fig. 19, 
pl. IV). 

L'épiderme des cotylédons coloré vitalement, montre de 
petits grains d’aleurone arrondis n'ayant pas subi encore de 
notables changements ; ils ont pris une teinte orangée avec le 
rouge neutre; dans d’autres cellules cotylédonnaires dont 
l’évolution vacuolaire est plus avancée, on trouve des filaments 
contournés ayant cependant conservé leur individualité (fig. 8, 
DOSPILI) 

Sur une plantule plus âgée dont la radicule a 1/2 centimètre 
de long, les grains d’aleurone à la pointe du cotylédon, sont 
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réunis en un réseau vacuolaire qui prend une couùleur orangée 
ou rouge brique avec le rouge neutre (Jig. 8, pl. IV). À lai 
base, l’évolution est plus avancée et les réseaux vacuolaires 
plus gros et à contenu fluide, précipitent à leur intérieur de 
gros granules bruns. 

Dans l’hypocotyle, le vacuome est encore plus évolué et ne 
se colore plus métachromatiquement, la coloration prise avec 
le rouge neutre est rosée et il y a de gros granules rouge 
brique précipités dans la vacuole (fig. 6, pl. IV). 

Chez le Cupressus sempervirens, l’évolution de l’aleurone 
conduit donc à des vacuoles normales tannifères avec passage 
intermédiaire par des formes réticulées. Les transformations 
ont beaucoup d'analogie par conséquent avec celles qui ont 
été observées précédemment chez le Pin et chez le Thuia. 

Essai des réaclions des tannins. — Nous avons plongé des 
plantules très jeunes dans les principaux réactifs des tannins : 
(acide osmique à r 0/0, perchlorure de fer à 3 0/0, bichromate 
de K à 3 0/0, acétotungstate de Na). rie 

Tous ces réactifs ont donné des résultats positifs dans les 
cellules épidermiques de l'hypocotyle et des cotylédons. Nous 
avons constaté que le tannin n'existe pas dans l'hypocotyle et 
dans les cotylédons d’une piantule très jeune (début de la 
germination), mais qu'ensuite il envahit tout l’éniderme. 

Des tubes sécréteurs sous- épidermiques se montrent sur des 
plantules très jeunes et donnent toutes les réactions des tan- 
nins énumérées plus haut. 


.G. CEDRUS LIBA NI. 


Nous avons commencé l'observation du système vacuolaire 
sur des graines non germées ayant néanmoins séjourné en 
terre pendant quinze jours : l'embryon était gonflé, en bon 
état, mais n'avait pas encore brisé l'enveloppe de la graine. i 

La coloration vitale s’est effectuée rapidement dans le’ rouge 
neutre; une ou deux minutes suffisent pour ‘que l'épiderme | 
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tout entier soit coloré; en outre les tubes sécréteurs sous épi- 
dermiques apparaissent comme des lignes rouges et il est 
facile de noter leur position et leur longueur. Ceux du 
cotylédon peuvent atteindre en dimension, la moitié du 
cotylédon et parfois même ïls s'étendent sur sa longueur 
totale ; ceux de l’hypocotyle sont moins nombreux et moins 
longs. 

A ce stade très jeune, le vacuomé est représenté dans tout 
l’'épiderme du cotylédon par des grains d’aleurone isolés de 
réaction alcaline (jig. 1, pl: IV); on observe. seulement 
quelques rares réseaux vacuolaires acides; dans l’hHypocotyle 
il y a beaucoup de réseaux rouges (qui précipitent d’ailleurs 
rapidement) et quelques rares vacuoles orangées. 

Dans d’autres graines dont la coque est intacte, mais qui 
sont plus évoluées, l’hypocotyle est entièrement sécréteur 
comme le montre la coloratiou rouge prise par le rouge 
neutre. Seules les cellules mères de stomates conservent un: 
vacuome jaune paille, donc alcalin. Cette différence de réac- 
tion entre les cellules ordinaires d’épiderme et les cellules 
stomatiques est très nette. L'exemple de cette plantule nous 
montre que le fannin apparaît avant l'ouverture de la coque de 
la graine. 

Dans les plantules plus âgées, la base du corylédon 
s'imprègne de tannin à son tour et l’on ne trouve plus de 
grains d’aleurone isolés, même à la pointe du cotylédon où 
ils sont remplacés par des réseaux vacuolaires orangés de 
formes très variées (fig. 3 et5,pl.IV); les réseaux dépourvus de 
tannin persistent à la pointe du cotylédon sur des plantules 
âgées, ayant une racine de plusieurs centimètres et il est pos- 
que ce fait soit en relation avec l'absorption de l’endosperme 
qui continue à s’opérer au moyen des cotylédons. On pou- 
rait aussi croire que l’absence de tannin est due à la privation 
d'oxygène, dans la pointe des cotylédons encore complètement 
entourée par l’endosperme et les enveloppes de la graine, mais 
nous avons vu que l'apparition du tannin peut se faire avant 
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l'ouverture de la coque, ce qui exclut cette hypothèse. 
Quant aux vacuoles tannifères, elles confluent bientôt en 
grandes vacuoles uniques par cellule, qui se colorent très for- 


tement en rose par le rouge neutre. 


Essai des réactions des lannins. — Le tannin qui se déve- 
loppe dans l’épiderme des plantules et qui est produit abon- 
damment à l'intérieur des tubes sécréteurs, présente les 
réactions ordinaires avec l’acide osmique, le bichromate et les 
selsrde fer. 

Déjà à l’intérieur de la graine, la plantule renferme un 
système de tubes sécréteurs très développé, ainsi que l’a 
montré Chauveaud; ces tubes sont déjà riches en tannin et 
peuvent être mis en évidence facilement par les réactifs indi- 
qués précédemment. Si l’on place en effet une plantule de 
Cèdre, provenant d’une graine en repos, dans une solution 
de perchlorure de fer à 4 0/0, on ne tarde pas à voir se colorer 
les tubes sécréteurs sous épidermiques en noir et apparaître 
ainsi comme de fines lignes noires, dont la longueur peut 
atteindre la moitié de celle des cotylédons. Le bichromate et 
l’acide osmique les colorent également. 


D. LARIX EUROPEA. 


Chez le Larix la transformation des grains d'aleurone est 
particulièrement rapide au moment de la germination. 

Les plus jeunes plantules examinées, proviennent de graines 
qui ont été mises en terre à l’étuve à 20° pendant quinze 
jours et dont la coque n’est pas encore ouverte. 

L’embryon extrait de son endosperme n’a que trois ou 
quatre millimètres de longueur et il est encore complètement 
incolore. Placé dans une solution de rouge neutre au moment 
où il est recueilli, il se colore bientôt sur toute une surface en 
quelques minutes, l’épiderme se teint en orangé. 


L'observation microscopique montre, qu’il y a dans l’épi- 


derme hypocotylaire des granules et des filaments plus ou 


rt 
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moins anastomosés, dont la forme est variable. C’est Je 
vacuome qui se colore en rouge orangé par le rouge, neutre. 

Dans les cotylédons il existe encore à ce stade des grains 
d’aleurone qui sont arrondis, peu nombreux et n'ont pas encore 
subi d’altération (fig. 14, pl. IV). Nous savons déjà que c'est 
dans les cotylédons que les grains d’aleurone conservent le 
plus longtemps leurs caractères, tandis que leur évolution en 
vacuole se fait rapidement dans l'hypocotyle. Ce phénomène 
paraît général. 

Sur des plantules plus âgées, les grains d’aleurone ne sont 
plus distincts et le vacuome se trouve, à l’état réticulé dans la 
plus grande partie de l'épiderme (fig. 15 et 16, pl. IV). En 
outre le tannin apparaît dans l’hypocolyle, puis ensuite dans 
les cotylédons, suivant ainsi un ordre d'apparition ascendant. 

Lorsque la plantule montre sa racine au dehors, les réseaux 
vacuolaires des cotylédons prennent encore une teinte orangée 
et ne réduisent pas l'acide osmique; dans l’hypocotyle à ce 
stade, le vacuome contient au contraire du tannin réducteur 
et se précipite facilement par l'action du colorant vital, sous 
forme de granulations rouges. 

Plus lard, les cotylédons eux-mêmes deviennent lannifères 
et leur vacuome prend une teinte rose; la forme du réseau 
vacuolaire très changeante, puisqu'on la voit se modifier 
pendant la durée de l'observation, est surtout caractérisée par 
la présence de trabécules allongés et sinueux disposés autour 
du noyau (fig. 15 el 16, pl. IV); lorsque ce réseau se trans- 
forme en vacuoles ordinaires, ce sont d’abord les extrémités 
qui s’épaississent, tout en restant reliées entre elles, pendant un 
certain temps, au moyen des trabécules périnucléaires ; puis 
ceux-ci disparaissent et le vacuome est transformé en vacuoles 
typiques. 


Réaction des lannins observés chez le Larix europea. — Dans 
les très jeunes germinations dont la radicule n’atteint encore 
que quelques millimètres de long, il est facile de constater la 
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présence de tannin dans l’épiderme de l'hypocotyle et des 
cotylédons, soit au moyen d’acide osmique, soit par l'action 
du bichromate. 

D'autre part, le système des tubes sécréteurs est déjà extrè- 
mement développé dans l'assise sous épidermique et se voit 
comme un ensemble de lignes noires, lorsqu'on a placé la 
plantule pendant quelques minutes dans une solution d’acide 
osmique. Ce système est tout aussi bien mis en évidence après 
action du bichromate à 3 o/o ou du perchlorure de fer à 4 0/0. 

Ces réactifs montrent, que le contenu des tubes sécréteurs 
est constitué par un tannin, qui existe en abondance dans les 
grandes vacuoles s'étendant sur la plus grande partie de la 
longueur de ces éléments. 


E. TAXUS BAGGATA : 


Les graines de l’If germent avec une certaine difficulté et 
demandent ordinairement deux ans pour lever. Des graines 
d'If de l’année ont été placées en terre à l’étuve à 20° le 
21 janvier 1922 et humectées d’eau de temps en temps. Le 
2 mars, une des graines est ouverte et l'embryon extrait de 
l’endosperme : on constate que l'embryon s’est accru et qu'il a 
presque doublé de longueur par rapport aux dimensions nor- 
males qui existent dans la graine müre. Placé tout entier dans 
le rouge neutre, il absorbe le colorant par toute sa surface et 
prend rapidement une teinte orangée. Cette teinte est due à la 
coloration vitale des grains d’aleurone dans toutes les cellules 
épidermiques. Si, en effet, on prélève une portion de la surface 
de l'embryon au moyen d’une coupe tangentielle, (ce qui 
nécessite un bon rasoir et présente une certaine difficulté, 
étant donné la petitesse de l'embryon), on constate que les 
cellules épidermiques contiennent un nombre assez élevé (20 à 
30), de grains d’aleurone admirablement colorés en orangé, au 
milieu d'un cytoplasme bourré de très petits globules d'huile: 
les grains sont ordinairement colorés en totalité, mais on en 


Dore 


trouve également qui renferment des inclusions (fig. 18, 
pl. IV). : | 

IL n'existe aucune forme de vacuome en réseau et aucune 
déformation des grains d’aleurone ne s’est encore produite ; à 
plus forte raison on observe encore aucune anastomose. entre 
eux. On peut en déduire que l'énergie du métabolisme est 
encore très faible et qu'aucun mouvement de brassage ne se 
manifeste encore dans ces graines. L'huile se trouve à l'état 
d'émulsion extrêmement fine. 


De jeunes plantules d’'If ont été examinées plus tard, alors 
que les graines dont elles provenaient avaient fait un séjour 
d'un an en terre. Les graines n’ont pas été maintenues à 
l’'étuve ; mais placées au bout de deux mois à la température 
du laboratoire. 


La germination n’a pas encore commencé, mais les plan- 
tules ont acquis un développement notable à l’intérieur des 
graines dont la coque est encore intacte. Leur longueur atteint 
maintenant quatre ou cinq millimètres, c’est-à-dire à peu 
près le double des dimensions qui s’observent dans la 
graine. 

La plantule, placée dans une solution de rouge neutre, au 
dix millième, se colore bientôt sur loute sa surface en rouge 
orangé. On constate, en prélevant un lambeau d’épiderme, que 
les cellules épidermiques sont courtes, aussi longues que larges 
et que leur vacuome n'est plus formé de grains d'aleurone, 
mais de masses vacuolaires arrondies, plus ou moins volumi- 
neuses et de réseaux à gros éléments. Tout indique que la 
substance de ces vacuoles possède une consistance épaisse 
demi-fluide. Le reste du cytoplasme est parsemé de petites 


goutelettes d'huile qui réduisent l’acide osmique. 
On n'observe pas de tannin dans l’épiderme et le rouge 
neutre se colore en rouge orangé à l’intérieur du vacuome. 
Des tubes sécréteurs tannifères à divers états de développe- 
ment existent à ce moment dans la plantule, on les trouve 
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soit sous l’épiderme, soit dans le cylindre central (1). Ce sont 
des cellules allongées, renfermant un noyau vers le milieu de 
leur longueur et deux grandes vacuoles lannifères qui s'étendent 
jusqu'aux extrémités du tube. Ces vacuoles réduisent l'acide 


osmique. 
F. GINGKO 8B1ILOBA. 


Les graines étudiées nous ont été fournies par la maison 
Vilmorin. Elles sont livrées avec la mention « graines strati- 
fiées à semer de suite ». Si on les place en terre à l'étuve à une 
température de 20°, elles lèvent rapidement en quinze jours 
ou trois semaines. 

Les graines, avant germination, renferment des embryons 
assez volumineux, généralement dicotylés. Si on les extrait de 
leur endosperme et qu'on les place dans une solution de rouge 
neutre, on constate une absorption assez rapide par les surfaces 
épidermiques. 

En observant au microscope, il est facile de voir que le 
vacuome n’est pas sous forme de grains d’aleurone, mais qu’il 
existe un réseau vacuolaire, ou bien des sphérules du 
vacuome colorées en rouge orangé par le rouge neutre, 
INT 0 EI) 

Ces réseaux vacuolaires s'observent encore sans changements 
importants durant la période germinative. 


Comme nous n'avons pas examiné d’autres graines que 


celles qui nous ont été fournies préalablement stratifiées, nous 
ne pouvons pas dire s’il existe des grains d’aleurone dans 
l'embryon à un moment donné. 

Il est possible que la graine de Gingko ne présente jamais 
une période de vie ralentie suffisamment caractérisée pour que 
le vacuome s’y établisse sous la forme de grains d’aleurone. 


(1) Ces tubes n'existent dans la graine que sous forme d’ébauches peu allongées, 
non tannifères. 


= 
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CONCLUSIONS DU CHAPITRE PREMIER 


Chez tous les Gymnospermes étudiés, les grains d’aleurone 
subissent une transformation en un système vacuolaire. On 
n’observe jamais la naissance de novo de vacuolcs au cours de’ 
la germination, mais toules les parties du vacuome dérivent 
directement des grains d’aleurone présents dans la graine. 

Dans les jeunes plantules, les plus petits grains d’aleurone 
qui sont dépourvus d'inclusions et que l’on trouve dans les 
épidermes, la gemmule et le méristème vasculaire, prennent 
des formes filamenteuses et s'unissent en réseaux avant de se 
transformer en un vacuome normal largement dilaté. Ces 
formes doivent être comparées à celles que M. P. A. Dangeard a 
découvertes dans les méristèmes des Phanérogames, et que 
nous avons retrouvées dans les bourgeons des Gymnospermes. 
Elles correspondent à un état généralement visqueux de Ia 
substance vacuolaire. 

Chez toutes les plantules étudiées, il apparaît du tannin dans 
l’épiderme au cours de la germination (1); cette substance se 
montre dès le début de son élaboration à l’intérieur du vacuome 
et on ne la trouve jamais ailleurs. La production du tannin a 
toujours lieu au début, d’une part dans les cellules de la coiffe, 
d'autre part dans l'épiderme de la radicule et de l’hypo- 
cotyle, d'où elle progresse de proche en proche sur les plan- 
tules de plus en plus âgées, jusqu’au sommet du cotylédon. 

Chez Pinus marilima, Cedrus libani, Cupressus sempervirens, 
de l’anthocyane succède aux tannins dans le vacuome de 
l’hypocotyle, comme si le pigment dérivait directement d'une 
transformation des composés tanniques. 

Les tubes sécréteurs décrits par M. Chauveaud dans les 
plantules des Conifères, sont des cellules tannifères extrêmement 
allongées, ainsi que le montrent nos observations. Chez le 
Cèdre du Liban, ces tubes contiennent déjà dans la graine un 
composé tannique très abondant. 


(x) Sauf chez l’If et chez le Gingko dont les plantules âgées n’ont pas d’ailleurs 
été examinées dans ce but. 


Dangeard 9 


CHAPITRE 11 


Aleurone du Ricin. 


INDICATIONS HISTORIQUES. 


Les grains d’aleurone du Ricin sont des corpuscules pro- 
téiques très abondants dans l’albumen des graines. Leur gros- 
seur relative, leur structure particulière, font qu’ils constituent 
des objets de choix pour l'étude de l’aleurone. Leur structure 
a été indiquée par Pfeffer en 1872. Chaque grain dont la 
taille peut atleindre une dizaine de x, est formé par une 
substance fondamentale, (Pfeffer l'appelle Hüllmasse, c’est-à- 
dire masse d’enveloppe) et des inclusions de deux sortes (cris- 
talloïdes et globoïdes). Pfeffer a montré que les cristalloïdes, 
malgré leur apparence cristalline, étaient formés par une 
matière protéique, landis que les globoïdes renfermaient une 
matière minérale, un glycérophosphate de chaux et de 
magnésie. | 

Pfeffer s’est occupé aussi de l’origine des grains d’aleurone 
au moment de la maturation de la graine et de leurs transfor- 
malions au cours de la germination. D’après lui, il se forme 
d'abord des cristalloïdes et des globoïdes isolés qui appa- 
raissent en mème temps que des gouttelettes d'huile et de 
petits grains d’amidon dans le suc cellulaire (1). Puis un cris- 
talloïde et un globoïde viennent au contact et adhèrent l'un à 
l’autre; ce n’est qu’au moment où ces corps ont atteint leur 
taille définitive, que l’on voit apparaître la substance fonda- 


(1) Le suc cellulaire (Zellsaft) dont parle Pfeffer ne semble pas correspondre 
dans l'esprit de l'auteur au suc vacuolaire. 
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mentale, (Hüllmasse), mais cet achèvement ne se fait qu'après 
le déssèéhement de la graine. | 

Pour lui, les observations de Maschke et de Gris qui pensent 
que les cristalloïdes et Les globoïdes naissent à l'intérieur des 
vacuoles, sont erronées et proviennent de ce que ces auteurs 
ont examiné des cellules désorganisées. 

La technique employée par Pfeffer, consiste dans la fixation 
à l'alcool pour l'étude des caractères chimiques des cristal- 
loïdes et des globoïdes. Pour voir l'apparition et la formation 
des inclusions, il observe les cellules dans leur propre suc 
(in eigenem Zellsaft\, et indique la nécessité d'opérer vite, car 
il se produit rapidement une désorganisation des éléments. 

Wakker (1888), donne des figures de l’évolution des grains 
d’aleurone du Ricin pendant la maturation. Il voit qu’il 
existe au début de grandes vacuoles qui se fragmentent plus 
tard en vésicules, dans lesquelles apparaissent les cristalloïdes. 
Sa conclusion est que les grains d’aleurone sont des vacuoles 
remplies d'albumines concretées. 

Werminski (1888), arrive à une opinion analogue : les 
grains d’aleurone ne sont pas autre chose quele produit du dessè- 
chement de certaines vacuoles et les inclusions résultent d’une 
sorte de cristallisation produite dans le suc cellulaire con- 
centré. À la germination, les grains d’aleurone se dissolvent et 
se transforment en vacuoles. 

M. Posternack (1905) arrive à séparer les grains d’aleurone de 
l'huile et des membranes et il obtient ainsi une poudre dont 
il fait l’analyse. Il constate la présence de tous les corps 
simples fondamentaux. L'aleurone n’est donc pas simplement 
une réserve azotée. 

M. Beauverie (1908), a tenté de réaliser quelques colorations 
vitales des grains d’aleurone du Ricin au moyen du rouge 
neutre. Il ne semble pas y être parvenu véritablement : on 
constate dit-il, sur des préparations écrasées, que les globoïdes 
restent incolores tandis que la substance amorphe et le cristal- 
loïde se colorent. 
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IL a suivi la formation et l’évolution des grains d'aleurone 
sur des coupes fixées et colorées. Il est conduit à rapprocher 
Ja substance azotée des globoïdes des corpuscules métachro- 
matiques des Protistes, principalement en raison d: la colo- 
ration métachromatique prise par ces corps après coloration 
au bleu polychrome de Unna. 

M. Mottier (1921), employant les méthodes de fixation et de 
coloration mitochondriales, croit pouvoir affirmer que les 
cristalloïdes chez le Ricin, proviennent de primordia existant 
dans les cellules d’albumen très jeunes et qu’il assimile à des 
chondriosomes ; les cristalloïdes du Ricin auraient donc une 
origine mitochondriale. 

Peu de temps après, nous montrons (1921), au moyen de 
colorations vilales, quels sont les stades de l’évolution des 
vacuoles aleuriques pendant la maturation et pendant la 
germination. Ces observations rattachent les transformations 
de l'aleurone à des phénomènes de même genre, décrits aupa- 
ravant par nous chez le Pin maritime et à l’évolution générale 
du vacuome décrite par M. P. A. Dangeard. 

Il est démontré que le chondriome ne participe pas à la 
formation des cristalloïdes comme le veut Mottier. 

M. Guilliermond, peu de temps après, annonce l’indépendance 
du chondriome et des grains d’aleurone, ce qui confirme notre 
opinien. 

Cet exposé montre que l’aleurone du Ricin a été très étudié. 
Cependant la plupart des travaux sont anciens et sont très 
imprécis en ce qui concerne l’évolution de l’aleurone (Pfeffer, 
Wakker, Werminski, Parmi les plus récents, certains sont 
d'interprétation erronée (M. Moltier), d’autres incomplets 
(MM. Beauverie, Guilliermond. 

Nos résultats, obtenus par un emploi méthodique des colo- 
rations vitales, permettent de se faire maintenant une idée 
plus exacte et plus complète de l’origine des grains d’aleurone, 
de leur nature et de leur évolution, dans ses rapports avec le 
vacuome de la cellule. Ces résultats ont d’ailleurs été vérifiés 


— 133 — 


et confirmés par l’examen de nombreuses coupes en série, 
après fixation et coloration. 


ART. 1e. — FORMATION DE L’ALEURONE DU RICIN 
PENDANT LA MATURATION. 


Nous nous sommes occupés d’abord, de l’origine des grains 
d’aleurone de l’albumen, puis de leur transformation pendant la 
germination. C’est donc toute la série des états par lesquels 
passe l’aleurone que nous avons observée au moyen d’une 
méthode nouvelle. 

Le colorant vital qui convient le mieux dans l'étude de 
l’aleurone est le rouge neutre et après lui vient le bleu de 
crésyl : nous avons donc employé ces deux colorants presque 
exclusivement. 

En examinant une graine de Ricin, on est amené à dis- 
tinguer deux catégories de celluies dans l’albumen : les cellules 
périphériques et les cellules profondes. Ces dernières seules 
renferment les inclusions caractéristiques des grains d’aleurone 
bien connues depuis Pfeffer (cristaloïdes et globoïdes) ; les 
cellules de la périphérie ont au contraire des grains d’aleurone 
homogènes. Entre ces deux cas extrêmes, on observe tous les 
états intermédiaires, dans les cellules d’albumen qui se trouvent 
les plus proches de la couche externe. Ces différences de 
structure des grains d'aleurone ne paraissent pas avoir été 
signalées jusqu'à présent. 


À. Indicalions sur le mode de développement de l'albumen du 
Ricin. — C'est pendant le mois d'octobre, à Paris, que l’on 
peut observer des fruits et des graines du Ricin assez déve- 
loppés pour permettre l'étude de l'albumen et des grains 
d'aleurone. 

Les premiers stades examinés correspondaient à des fruits 
déjà assez gros : dans chacune des loges de ceux-ci, la graine 
est encore dépourvue de coque résistante et une grande partie 
de l’amande est occupée par les téguments de l'ovule. 
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Lorsque l'albumen commence à se différencier, il forme 
d’abord une sorte de sac dont les parois sont hyalines et com- 
posées d’un petit nombre d'assises cellulaires. Ge sac est plus 
vite constitué dans la région occupée par le jeune embryon, 
que dans l'extrémité opposée, où la paroi du sac d'albumen 
ne prend qu’assez tard de la fermeté. La zone interne de l'al- 
büumen, c'est-à-dire l’intérieur du sac, est vide de cellules et ne 
sera comblé que très tard lorsque l'embryon se sera accru et 
aura développé ses deux grands cotylédons dans cette région 
médiane : c’est alors seulement que les dernières assises de 
l’albumen se constituent au contact intime des surfaces coty- 
lédonnaires. 

Auparavant, la zone interne de l’albumen sera absorbée par 
les cotylédons pendant leur accroissement. Cette zone est 
hyaline ; elle montre des alignements de cellules qui indiquent 
que des cloisonnéments se produisent qui ont pour résultat 
d'accroître la masse de l’albumen vers l'intérieur. 

Cette zone se trouve peu à peu digérée dans sa partie la plus 
interne par l'embryon, dont les cotylédons prennent un grand 
accroissement très rapidement. C'est ainsi que lorsque ceux-ci 
n’ont encore que la moitié de Icur longueur définitive, la zone 
hyaline est nettement plus épaisse dans la région qu'ils n’attei- 
gnent pas (Jig. 15, pl. V). | 

La croissance de l’albumen de Ricin se fait donc norma- 
lement de là périphérie vers le centre, de sorte que les couches 
internes de l’albumen sont les dernières formées. 

Ces grands traits du développement de l’albumen sont utiles 
à rappeler, avant d'aborder l’élude de la différenciation cel- 
lulaire. 

En effet, de même que l’albumen s'accroît par des divisions 
successives de ses cellules vers l'intérieur, de même la trans- 
formation du vacuome en grains d'aleurone, se produit d’abord 
dans les couches périphériques et s'effectue en dernier lieu 
dans la partie profonde. 


B. Technique. — La technique employée est celle des colo- 


Formation des grains d’aleurone chez le Ricin ; observations après coloration 
vitale ; les vacuoles sont métachromatiques, 


Fig. 1, 2, 3, 4, 5, 6, cellules de la couche externe de l’albumen, — Fig. 7, 8, 9, cel- 
lules du parenchyme de l’albumen : 1, cellule à grosse vacuole unique (on voit 
le début de la formation de l'huile); 2, vacuole fragmentée (l'huile est plus 
abondante) ; 3, cellule dont les vacuoles ont un contenu épais de nature colloiï- 
dale (l'huile est abondante); 4 et 5, cellules dont les vacuoles ont acquis une 
consistance semi-fluide et se sont anastomosées en réseaux (le cytoplasme est très 
riche en gouttelettes d'huile) ; 6, grains d’aleurone formés dans une graine un 
peu avant sa maturité; 7, cellule à grosse vacuole très aqueuse ; 9. cellule d’al- 
bumen mûr montrant des grains d’aleurone ct de l'huile ; 8, état intermédiaire. 
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rations, vitales. Sa réussite est nouvelle en ce qui concerne 
l’albumen du Ricin, car M. Beauverie n'a pas fait de véri- 
tables colorations de cellules vivantes. On sait que l'abondance 
de l'huile qui accompagne l’aleurone dans les cellules.d’albu- 
men est un obstacle très gênant pour l'observation vitale. 
Celle-ci est considérée ordinairement comme impossible dans 
la graine müre pour celle raison. 

À cause de ces difficultés, et afin de répondre aux objections 
possibles concernant la valeur des figures observées, nous 
insisterons sur la méthode et discuterons les résultats au cours 
de l’exposé pour chaque cas particulier. 


C. Observations vilales des cellules jeunes d'albumen. — Dès 
que l’albumen présente une consistance qui permet sa sépara- 
tion et son, isolement, on peut faire l’observation vitale de ses 
cellules, après coloration du vacuome dans une solution de 
rouge neutre ou de bleu de crésyl (1). Il n'existe alors, dans ces 
jeunes stades, que de grandes cellules à vacuoles typiques 
énormes, généralement uniques, et remplissant la plus grande 
partie de la cavité cellulaire. Le noyau est nettement visible, 
situé contre la paroi; sa forme est arrondie et il possède un 
nucléole. Le cytoplasme renferme d'assez nombreux granules 
dont les plus gros sont placés autour du noyau : leur nature 
exacte ne peut êlre donnée par le simple examen vital (fig, x. 
pEoV): 

La coloration réussit bien avec le rouge neutre ou le bleu 
de crésyl : la grande vacuole se colore seule et la teinte prise 
est métachromatique, orangée avec le rouge neutre, violette 
avec le bleu de crésyl, ce qui indique une réaction alcaline du 
suc vacuolaire. Ce liquide est d’abord très aqueux (fig. 1, 
pl. IX), mais il s'épaissit assez vite par la suite. 

Dans ces jeunes albumens, il y a déjà une différence notable 
entre les cellules périphériques et les cellules profondes. Le 
vacuome de ces dernières est conslilué par une vacuole énorme ; 


(1) La coloration et l'observation vilale ne présentent aucune difficulté spéciale 
dans un tissu qui esl encore très aqieux. 
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le cytoplasme ne forme qu'une mince couche pariétale et ne 
renferme que quelques rares granules. Le noyau se trouve 
logé dans une dépression de la vacuole et en partie dissimulé 
par elle. La taille des cellules profondes est beaucoup plus 
grande que celle des cellules périphériques elle atteint presque 
le double en diamètre dans l’albumen jeune (fig. 9, pl. V). 

Malgré ces dissemblances, le point de départ de l'évolution 
vacuolaire est le même pour toutes les cellules de l’albumen : 
c’est l’état de grande vacuole aqueuse ; dans les aibumens pius 
âgés, au contraire, les différences qui se manifestent, vont nous 
obliger pour la commodité de l’exposition à noter séparément 
l'évolution dans les cellules périphériques et dans les cellules 
profondes. 


D. Evolution dans les cellules phériphériques. — La série des 
transformations de l'appareil vacuolaire s'’observe facilement 
au début sur l’albumen examiné à plat sur la lamelle; plus 
tard, lorsqu'il s’est épaissi et qu'il est devenu opaque, sur des. 
coupes tangentielles très minces qu'on observe de la même 
façon. 

Le rouge neutre et le bleu de crésyl peuvent être employés 
indifféremment : les résultats obtenus sont équivalents. Il est 
toujours nécessaire d'opérer les colorations sur les albumens 
entiers avant de pratiquer les coupes; l’albumen absorbe le 
colorant avec une grande facilité par toute sa surface exté- 
rieure (1) et lorsqu'on juge à l'œil que la teinte est suffisante, 
on pratique une coupe mince avec un bon rasoir et on observe 
immédiatement dans l'eau. Un excellent éclairage de la pré- 
paration est absolument nécessaire pour l'examen aux forts 
grossissements. Si l’on réalise ces conditions, la préparation se 
lit aussi bien que la meilleure coupe, colorée après fixation. 

Le morcellement des grandes vacuoles primitives se fait de 
bonne heure et débute à la base de l’albumen, au stade où l’on 

(1) I est toujours nécessaire de mettre à nu une partie aussi grande que pos: 


sible de la surface de l'albumen, sans l’endommager ; on y arrive assez facilement 
en enlevant avec des pinces le tégument séminal. 


| 


— 137 — 


commence à pouvoir séparer du nucelle cette région qui a 
acquis une fermeté suffisante. 

Ce morcellement s'accompagne d'une production d'huile 
qui apparaît sous forme de nombreuses petites gouttelettes 
dans le cytoplasme, autour du noyau et dans les travées qui 
délimitent Îles vacuoles (fig. 2 à 4, pl. V). 

Enfin, il se produit une accumulation de substances pro- 
téiques à l’intérieur du vacuome qui entraîne une aptitude de 
plus en plus marquée à fixer les colorants. La teinte prise, de 
plus en plus foncée, est toujours d'un beau violet avec ie bleu 
de crésyl, rouge brique avec le rouge neutre, par conséquent 
toujours métachromatique. 

Lorsque la coque de la graine devient noire, tout en gardant 
encore sa fragilité, on commence à pouvoir isoler l’albumen 
dans son entier. C’est le stade qui montre le plus grand 
nombre de phases d'évolution cellulaire, car la différenciation 
ne se produit pas en même temps partout et toute la gamme 
des états vacuolaires se rencontre sur un même albumen. Il 
existe encore quelques cellules à grandes vacuoles uniques, 
des stades divers de fragmentation, des réseaux, des petites 
vacuoles nombreuses et isolées. L'huile s'est amassée en si 
grande quantité que le noyau est ordinairement invisible; en 
même temps, l'abondance des albuminoïdes, donne aux 
vacuoles une consistance demi-fluide qui est attestée par les 
variations de forme auxquelles on assiste (fig. 5 à 7, pl. V). 

Ces changements montrent qu'il s'agit bien de cellules 
vivantes et que les formes observées ne sont pas artificielles. 

À une période plus avancée de la naturation, les formes en 
réseau du vacuome deviennent très nombreuses. Pour les 
observer, il faut choisir l’albumen d’une graine à coque noire 
et déjà un peu dure. Sur une graine plus âgée, à coque noire 
et dure et à la base de l’albumen, les grains d’aleurone sont 
déjà isolés et constitués avec l'aspect qu'ils auront dans la 
graine complètement mûre. Dans la partie moyenne de l'albu- 
men au contraire, il existe encore des réseaux très variables 
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de formes. Ceci montre que l’assise périphérique de l’albumen 
se différencie dans la direction micropylaire, (région où se 
développe la caroncule). 

Les formes réticulées du vacuome sont extrêmement remar- 
quables : on les trouve dans les cellules périphériques d'albu- 
men pendant la période où la cellule est bourrée de petits 
globules d'huile qui constituent une très fine émulsion dans 
le cytoplasme (fig. 5 et 6, pl. V). Malgré celte accumulation, 
il existe encore un certain mouvement de brassage dans la cel- 
lule, ce qui occasionne des modifications très régulières dans la 
forme du réseau. Au contraire, lorsque ce dernier s'est résolu 
en petites vacuoles arrondies, dont chacune a la valeur d’un 
grain d’aleurone, il ne se manifeste plus aucun mouvement 
d'ensemble : les globules d'huile apparaissent comme juxta- 
posés délimitant un réseau occupé par le cytoplasme. La 
cellule va entrer dans une phase de repos (fig. 8, pl. V). 

Les réseaux correspondent, on le voit, à la période qui 
précède la maturation, alors que se produit un dessèchement 
progressif de la future graine : ils correspondent aussi à une 
phase de mouvements cytoplasmiques intenses. Ils sont bien 
réels, car ils peuvent se voir, difficilement il est vrai, sans colo- 
ralion vitale, comme des diverticules clairs, parce que le va- 
cuome à ce stade est légèrement réfringent. C’est une vérifica- 
tion que l’on fait ainsi d’un phénomène constaté d'une manière 
tout à fait générale, la conservation parfaitement fidèle du 
vacuome par les colorations vitales. 

L'évolution du vacuome chez le Ricin, pendant la matu- 
ration de l’albumen, consiste donc dans le morcellement 
d’une grande vacuole primitive, dont les éléments finissent par 
s'isoler sous forme de grains d'aleurone. Un stade réticulé du 
vacuome précède la transformation en grains. Cette évolution 
s'accompagne d'une augmentation du cytoplasme et du dépôt 
d'huile en quantité considérable à son intérieur. 


E. Evolution dans les cellules profondes. — Ces cellules comme 
les précédentes, renferment chacune au début une grande 


a 


vacuole typique gorgée d’eau (fig. 9, pl. V): l’ensemblé du 
tissu est hyalin. La différenciation débute au contact de la 
couche cellulaire extérne, où Ie tissu de l'albumen prend bien- 
tôt une couleur blanche opaque et elle gagne à partir de là de 
plus en plus en profondeur. Sur une graine à coque noi- 
râtre, mais qui n'est pas encore dure, il y a deux zones très 
nettes dans l'albumen, une tranche extérieure blanchâtre, 
opaque et une mince tranche interne hyaline : fig. 19, pl. V). 
La première correspond à des éléments déjà riches en huile 
et qui renferment des vacuoles aleuriques presque achevées, 
la deuxième est formée encore de cellules à grandes vacuoles 
aqueuses qui commencent seulement à se fragmenter. Il est 
donc possible de connaître toutes les étapes de la formation 
des grains d’aleurone sur une coupe transversale d’albumen, 
dans une graine de cet âge. 

Pour observer les cellules profondes d'albumen vivantes et 
colorées vitalement, certaines précautions sont indispensables : 
la Coloration doit se faire sur une tranche coupée. transver- 
sale ou longitudinale, de l’albumen; mais on ne doit pratiquer 
la coupe destinée à l'observation qu’une fois la coloration 
éffectuée, autrement on aurait peu de chances de conserver 
des cellules vivantes. Le fragment d’albumen étant placé dans 
la solution colorante, la teinture pénètre peu à peu par la sur- 
face de section, au delà de la zone des cellules lésées par le 
rasôir, et vient produire des colorations vitales dans les 
éléments plus profonds. Quand on estime que la teinte est 
suffisante. on fait une coupe épaisse qu'on examine immédia- 
tement dans l'eau : les cellules colorées vitalement se détachent 
nettement au milieu des éléments altérés ct sont protégés par 
eux, ce qui permet une observation de plusieurs minutes. Il 
est certain que cette technique, rendue nécessaire par la posi- 
tion des cellules profondes, donne moins de garantie que 
l'observation des cellules périphériques, protégées par des 
membranes continues. Même lorsqu'une cellule est colorée 
vitalement et qu’on a l'assurance de sa vitalité, il se peut que 
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l'appareil vacuolaire très sensible soit néanmoins alléré par 
suite du contact de l’eau, car l'entrée du colorant vital ne peut 
guère se comprendre qu'accompagnée d’une pénétration corres- 
pondante de l'eau dans laquelle il est dissout. Nous nous 
sommes assurés d’ailleurs que ce phénomène pouvait se pro- 
duire et nous avons pu assister dans une cellule vivante à la 
confluence de plusieurs vacuoles par suite de fluidification ; 
malgré tout, ces faits sont relativement rares et lorsqu'on 
connaît une fois ces cas anormaux on les distingue facile- 
ment des faits vitaux. 

Sur une coupe transversale d’albumen, dans une graine à 
coque noirâtre, non très dure, on observe tous les états du 
vacuome depuis les grandes vacuoles des cellules les plus pro- 
fondes, jusqu'aux grains d’aleurone à inclusions des éléments 
de surface : les états intermédiaires du vacuome, faisant tran- 
sition, sont donc normaux et réels comme les termes eux- 
mêmes. Pour avoir une certitude plus complète encore, nous 
avons examiné plusieurs fois des coupes épaisses d’albumen, 
aussitôt faites, sans aucun réactif et à sec, afin de ‘vérifier 
l'exactitude de notre description. 

La formation des grains d’aleurone a lieu de la façon sui- 
vante. Le morcellement des grandes vacueles primitives donne 
naissance par division à un petit nombre d'assez grosses 
vacuoles disposées autour du noyau central (fig. 10, pl. V); 
puis ces vacuoles elles-mêmes se divisent, pour donner un 
certain nombre de vacuoles assez grosses, dont le suc est très 
épais et qui deviendront chacune un grain d’aleurone. Les 
inclusions apparaissent assez tard dans le liquide des vacuoles 
où elles sont d'abord petites et animées de mouvements brow- 
niens (fig. 14, pl. V). Leur forme est très variable; elles 
restent incolores en coloration vitale. 

Enfin au contact de la couche périphérique, il y a des grains 
d'aleuronecomplètement formés avecinclusionscaractéristiques 
(cristalloïdes et globoïdes), sans que j'ai pu déterminer laquelle 
des deux inclusions apparaissait la première (fig. 12, pl. V). 
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ART. 2. — ETUDE DE L’'ALEURONE DANS LA GRAINE MURE. 
Indications techniques. 


La graine müre du Ricin se prête mal à une coloration 
vitale de l’aleurone. On sait en effet que les grains d’aleurone 
du Ricin ne peuvent pas être observés sans précaution spé- 
ciale, par suite du très rapide bouleversement que produit 
l’arrivée de l’eau dans les grains d’aleurone, dont la substance 
a la propriété de se fluidifier rapidement dans ces conditions. 
Eu outre l'abondance de l'huile qui s'échappe des cellules, 
vient obscurcir complètement la préparation la plus soigneu- 
sement montée. Tout ces graves inconvénients expliquent 
que les auteurs, qui ont étudié les grains d’aleurone du Ricin, 
aient employé des méthodes spéciales d'observation. 

De nombreux procédés de fixation ont été préconisés : les 
principaux sont l’alcool absolu, l’acide picrique, le sublimé, 
le formol. Ils donnent de bons résultats dont nous parlerons 
plus loin. On a recommandé également l'observation des 
coupes fraîches d’albumen dans l'huile et ce n'est pas un 
mauvais moyen de connaître l’état des grains d'aleurone dans 
la graine. A côté de ces méthodes classiques, nous devons 
décrire celle qui nous a servi à obtenir des colorations vitales 
de l’aleurone. 


A. — Cellules périphériques d’albumen. 


Ces cellules forment une seule assise continue qui entoure 
complètement l’albumen. Dans la graine, elles sont recouvertes 
directement par une pellicule mince, formée de cellules mortes, 
qui représente le reste des téguments ovulaires. Cette pelli- 
cule, qui adhère d’une façon très intime à l’albumen, doit être 
enlevée pour que l'on puisse observer la surface de celui-ci. 

Cette opération est assez difficile à réussir sur la graine 
sèche sans endommager l’albumen; cependant quand on est 
parvenu à dénuder une petite portion de ce dernier, il est 
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possible de pratiquer une coupe mince tangentielle et 
d'observer la couche des cellules périphériques, après l'avoir 
déposée à plat sur une lamelle. On voit ainsi à sec, avec un 
grossissement moyen, que cette assise est formée de grandes 
cellules allongées, amincies en pointes aux extrémités et dont 
l’ensemble rappelle la disposition d’un épiderme. 

Il n'est pas possible, par contre, au moyen de cette méthode, 
d'obtenir une coloration vitale, car les cellules sont rapi- 
dement tuées ; nous avons donc employé l’artifice suivant : 

Les albumens intacts, tels qu’on les extrait de la coque 
séminale, sont placés entiers dans une solution concentrée 
de rouge neutre : ils comprennent alors l’albumen proprement 
dit et l'embryon, le tout recouvert par la pellicule ovulaire. 

Au bout d’une demi-heure environ, la surface de l’objet a 
pris une teinte brun rouge. On enlève alors la pellicule exté- 
rieure, qui se détache à ce moment avec facilité et l’on met à 
découvert la surface extérieure de l’albumen, qui à pris une 
teinte brun jaunâtre peu foncée. 

Cette coloration est due à la pénétration du rouge neutre 
qui est passé à travers la zone des cellules mortes, puis est 
venu donner une coloration vitale dansles cellules périphériques 
d’albumen. Il suffit en effet, de pratiquer une coupe mince 
tangentielle de la surface colorée et de l'observer à plat, pour 
se rendre compte quil s’agit d’une parfaite coloration vitale. 

Dans chaque cellule d'albumen, on constate la présence 
d'un noyau central étoilé, non coloré et de grains d’aleurone 
nombreux et petits, arrondis, teints d’une matière homogène 
par le rouge neutre en rouge brique foncé. Entre les grains 
d'aleurone, se trouvent de nombreux globules d'huile qui 
donnent au cytoplasme un aspect alvéolaire (1). 

On peut encore observer une coloration vitale des cellules 
périphériques dans la région de l’albumen correspondant au 
micropyle de l’ovule. IL existe là une zone assez large, en 


(1) Le cytoplasme est donc réduit à un réseau, pressé entre les globules d'huile et 
les grains d'aleurone. { 
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forme de pyramide très surbaissée à trois faces, qui n’est pas 
normalement recouverte par les téguments ovulaires : la sur- 
face de l'albumen s’y trouve donc à nu et le colorant vital y 
pénètre rapidement, lorsqu'on place l’albumen entier dans la 
solution de rouge neutre. Les cellules y sont plus courtes 
qu'ailleurs et elles renferment des grains d'aleurone assez gros, 
se colorant en totalité par le rouge neutre. 


B. — Cellules profondes. 


Les ceflules profondes d’albumen ne diffèrent pas essentiel- 
lement des cellules périphériques que nous venons d'étudier, 
mais elles sont plus volumineuses et cela d'autant plus qu'on 
s'éloigne de la surface. 

En outre, elles renferment des grains d'aleurone beaucoup 
plus gros qui contiennent des inclusions. 

Les cellules qui sont immédiatement sous jacentes à la cou- 
che périphérique ont des cristalloïdes, mais sont dépourvues 
ordinairement de globoïdes. Plus profondément, au contraire, 
les grains d’aleurone ont des inclusions complètes (cristal- 
loïdes et globoïdes). 


1. Cellules sous jacentes à la couche périphérique. — Pour 
vpérer une coloration vitale, nous avons enlevé la coque de la 
graine et placé l’albumen entier dans une solution diluée de 
rouge neutre. Au bout de deux minutes, la pellicule mince 
qui recouvre la surface de l’albumen se détache facilement; on 
met à nu de cette façon la couche périphérique de l’albumen 
qui apparaît intacte lorsqu'on a enlevé avec précaution la pel- 
licule. 

Si on replace alors l’albumen dans le colorant, on constate 
au bout de quelque temps à l'examen microscopique que la 
couche périphérique de l’albumen est tuée et montre seulement 
ses noyaux colorés. Au contraire l'assise sous jacente apparaît 
colorée vitalement d’une manière très belle et comme l’assise 
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épidermique est très mince, formée de cellules très plates, ïl 
est facile d'observer les éléments qu’elle recouvre et protège. 
Ceux-ci montrent des grains d'aleurone dont la substance fon- 
damentale est colorée en orangé et chaque grain contient un 
cristalloïde incolore, mais est dépourvu de globoïdes. C’est un 
état de l’aleurone intermédiaire entre celui de l’assise périphé- 
rique et celui des cellules profondes. 

Le procédé que nous indiquons est un des meilleurs qui 
soit pour étudier des cellules d’albumen en coloration vitale, sans 
que l’arrivée de l’eau produise d’altération nuisible à une bonne 
observation, en même temps qu’à une image exacte de la réa- 
lité. IL est certain que cette méthode permet l’observation des 
grains d’aleurone dans d'aussi bonnes conditions que si l’on 
emploie une des méthodes de fixation classique. Elle a en outre 
l'avantage d'être très rapide, (elle demande une demi-heure à 
peine) et elle permet de meltre en valeur les propriétés de la 
substance fondamentale de l’aleurone. 

Lorsqu'on a opéré de cette façon, il se produit bien une 
entrée de l’eau dans la cellule, puisque le colorant ne peut 
arriver au contact des grains d’aleurone que dissout dans l’eau, 
mais cette arrivée estménagée et n’amène pas de pertubations, 
comme ce serait le cas pour des cellules d’albumen qui se 
trouveraient én contact direct avec l’eau. La couche périphé- 
rique de cellules mortes qui est interposée, suffit à protéger 
contre cet effet la couche sous jacente. 


2. Cellules de la masse de l'albumen. — Il est très difficile 
d'en faire l’observation vitale dans la graine mûre. Les artifices 
employés pour les autres cellules ne peuvent servir dans ce cas. 

I n’est cependant pas complètement impossible de faire de 
bonnes colorations vitales en opérant de la façon suivante : 

On coupe un albumen en deux parties, sur lesquelles on 
refait avec le rasoir une surface de section bien plane et bien 
nette, puis on immerge les moitiés dans le bain colorant. Au 
bout de quelques heures, la zone coupée a pris une teinte rouge 
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brique foncée : on fait alors une coupe épaisse qu'on observe 
à un grossissement moyen. 

Les cellules coupées sont vidées en général de leur contenu 
et leurs membranes seules sont colorées : au dessous d'elles, 
on distinguera généralement un certain nombre de cellules 
d’albumen colorées vilalement au milieu d’autres cellules 
mortes. Dans les cellules colorées, on remarque les grains d'aleu- 
rone qui ont leur taille et leur forme ordinaire et ne sont pas 
déformés : leur substance fondamentale est colorée en rouge 
brique et les inclusions sont restées incolores; tout le reste de 
la cellule demeure sans coloration. Il s’agit donc d’une colo- 
ration vitale, que seule l'épaisseur de la coupe et le trouble 
produit par les cellules désorganisées empêche d'examiner 
d'une façon détaillée. : 

Nous voyons donc que la méthode vitale peut s'appliquer à 
l’albumen mûr de Ricin. Outre sa rapidité, cette méthode a 
l'avantage de mettre en évidence les propriétés de l’aleurone 
et de laisser voir en même temps l'huile, et le réseau cytoplas- 
mique, ce que ne permettent pas de faire la plupart des méthodes 
de fixation qui produisent une dissolution de l'huile. Nous 
avons aussi obtenu des images de la cellule d’albumen de 
Ricin plus exactes que celles qui avaient été décrites jusqu’à 
présent. Elles sont entièrement comparables à celles que nous 
avons obtenues par l'emploi d'une méthode de fixation spéciale 
la méthode de Regaud. 


ART. 3. — EVOLUTION DE L’ALEURONE 
PENDANT LA GERMINATION DU RICIN. 


Les conditions d'humidité et de chaleur auxquelles sont 
soumises les graines en germination, déterminent dans l’albu- 
men des modifications, qui se manifestent bien avant que la 
plantule se soit fait jour au dehors. Ainsi pendant toute une 
période, que l'on pourrait appeler pré-germinative, durant 
laquelle la graine est encore apparemment en sommeil, il se 
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produit des remaniements internes très importants. Nous ne 
nous occuperons ici que des transformations qui intéressent 
les grains d’aleurone. 

Nous avons vu que ces derniers dans la graine mûre étaient 
bien individualisés, toujours arrondis et qu'ils pouvaient ren- 
fermer des inclusions (cellules profondes) ou en être dépourvus 
(cellules périphériques). 

Leur évolution en cours de germination est très rapide (r). 


A. — Cellules périphériques. 


Au bout de six jours de germination, alors que la coque de la 
graine n'est pas éclatée, la couche externe de l’albumen montre 
encore quelques grains d’aleurone isolés, mais dans la plupart 
des cellules, les grains se sont déformés et ils se sont réunis 
ensemble en un réseau dont les points dintersection sont 
occupés par une masse plus importante de métachromatine 
correspondant aux grains d’aleurone primitifs. Les trabécules 
sout lrès fins et serpentent dans les intervalles laissés libres au 
milieu de l'huile qui est toujours très abondante (fig. 2 et 3, 
pl. VI). 

Ces réseaux correspondent plutôt à un brassage, une remise 
en mouvement des substances contenues dans la cellule : il 
n'y a pas encore de véritable hydratation du vacuome. H se 
fait d’abord certainement une sorte d’imbibition d'ensemble 
de la cellule et le vacuome ne donne pas l’impression d’avoir 
subi encore un accroissement de volume. IL est probable, au 
contraire, qu'une partie de sa substance est utilisée ailleurs 
pendant cette période. L'arrivée de l’eau dans le vacuome au 
début de la germination a donc lieu d’une façon ménagée. 

Dans les stades ultérieurs, l’hydratation du vacuome amène 
son gonflement : les réseaux très fins se transforment en 
réseaux à éléments gros et courts, puis en masses irrégulière- 
iment lobées. Le système vacuolaire a pris dans la cellule une 


(1) Les germinations ont été obtenues à l’étuve à une température de 20°, 
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importance de plus en plus grande, tandis que l'huile, par 
contre, est devenue de moins en moins abondante (fig.5, pl. VI). 
Ces états sont fréquents dans l'albumen d'une graine dont la 
radicule atteint un demi-centimètre de longueur ; on les trouve, 
en même temps que des stades moins évolués en réseau fin etdes 
stades plus avancés de grosses vacuoles dont nous allons parler 
maintenant. Lorsque le vacuome en effet, s'est transformé en 
masses assez grosses irrégulièrement déformées, il arrive que 
les diverses parties de ces vacuoles se séparent et s'isolent, sous 
forme de grosses sphères qui s’arrondissent bientôt (fig. 6, pl. VIT). 
Souvent même, tout l'appareil se mue en une volumineuse 
vacuole. À cet état, ces éléments sont encore riches en produits 
albuminoïdes : la teinte prise en coloration vitale est encore 
très intense, rouge brique foncé avec le rouge neutre, violet 
avec le bleu de crésyl et le suc vacuolaire encore très épais 
(fig. 7, pl. VI). 

L'huile existe. mais sous forme de goultelettes séparées très 
nombreuses, au lieu de se trouver comme précédemment à 
l’état d'émulsion compacte. 

Lorsque la jeune plantule montre une radicule de trois ou 
quatre centimètres de longueur, on ne trouve plus dans la 
couche externe de l’albumen que des cellules à grandes vacuoles 
uniques : le suc vacuolaire apparaît de moins en moins con- 
centré. 

Enfin, quand la plantule a acquis une racine de sept ou huit 
centimètres, on remarque que les cellules périphériques d’albu- 
men prennent encore assez bien le colorant vital, mais la teinte 
prise est pâle. En outre, le suc vacuolaire qui était alcalin 
jusque là, devient acide car le rouge neutre prend une teinte 
rosée. À côté des cellules colorées vivantes, d’autres sont 
mortes et désorganisées : les cellules sont devenues énormes et 
elles commencent à se désagréger. Le cytoplasme, à la fin, 
renferme des globules nombreux assez gros dont la nature est 
incertaine (fig. 8, pl. VI). 
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B. — Cellules profondes d’albumen. 


L'évolution des grains d’aleurone en vacuoles est d'une 
façon générale plus rapide dans la masse de l’albumen que 
dans les cellules périphériques, mais les changements se mani- 
festent moins tôt. ; 

Lorsque la racine se montre au dehors, il y a encore dans 
la plupart des cellules des vacuoles à inclusions très nettes. 
Les inclusions sont devenues très rares lorsque la racine a 
un centimètre ou deux de longueur et on en chercherait vai- 
nement sur des germinations plus avancées : la disparition 
des inclusions est donc très rapide. 

Pour observer les cellules profondes d’albumen, il faut pro- 
céder de la manière dont il a été question au chapitre de la 
maturation. La coloration s'opère sur des tranches coupées de 
l'albumen et l'observation se fait sur des couches épaisses que 
l’on monte dans l'eau et que l'on observe immédiatement. Il 
arrive souvent que sur une coupe, seules quelques cellules 
sont intactes, bien colorées et se prêtent à l'examen microsco- 
pique. Parfois même la coupe tout entière est inutilisable ; il y 
a donc de très réelles difficultés à suivre les modifications du 
vacuome au cours de la germination, dans les cellules 
vivantes. 

Au début, et jusqu’au stade où la racine pointe, les modifi- 
cations consistent en la liquéfaction de Ia substance fondamen- 


tale qui se transforme en une vacuole arrondie ou ovale 


contenant les inclusions peu modifiées (fig. 9, pl. VI). 

Par suite du gonflement, si plusieurs vacuoles viennent au 
contact, elles sc fusionnent et les inclusions de l’une et de 
l’autre réunies ensemble s’accolent en un petit groupe caracté- 
ristique. La dilution de plus en plus grande de la solution de 
protéine entraîne la formation de précipitations qui se pro- 
duisent de la façon suivante. Le dépôt du précipité coloré 
peut avoir lieu autour des inclusions ou sur le bord de la 
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vacuole ; le reste de la cavité, dans ce cas, devient incolore ou 
à peine teinté (fig. 12, pl. VI) et (fig. ro, pl. VE). 

Lorsque la racine a un centimètre de longueur, on trouve 
déjà, au dessous de la couche externe, de grandes vacuoles dont 
les inclusions ont complètement disparu (fig. 11, pl. VI). Sur 
une plantule plus âgée dont la racine a six centimètres par 
exemple, les cellules d'albumen prennent encore le colorant 
vital, mais la teinte prise est beaucoup plus pâle et il se fait 
une facile précipitation de globules colorés ; parfois même ‘ces 
globules sont émis en dehors des vacuoles et paraissent libres 
au milieu du cytoplasme. Ce dernier se trouve, à cette période, 
rempli de gros globules qui réduisent faiblement l’acide 
osmique. Il est certain que la majorité des réserves contenues 
dans l’albumen est alors passée dans la jeune plantule et la 
suite de l'évolution de l’albumen consiste en une désorganisa- 
tion progressive et une destruction des cellules d'albumen. 


C. — Ceïilules de Ia couche interne de l’albumen, 


au contact des cotylédons. 


Dans les graines germées, de même que dans les graines au 
repos, les cotylédons foliacés de la plantule sont en contact 
intime avec la couche interne de l’albumen. Dans la graine 
müre, ce contact est assez étroit, pour qu'il soit impossible de 
séparer les cotylédons de l’albumen sans dommage pour 
celui ci, mais dès que la graine germe, il devient facile de 
détacher une portion du cotylédon, pour mettre à nu une zone 
assez étendue de la couche interne de l’albumen ; si alors on 
fait agir une solulion de rouge neutre sur cette surface très 
perméable, on obtient rapidement la fixation du colorant 
vital par les cellules ; on fait alors une coupe tangentielle de 
l'albumen et on observe immédiatement au microscope. 

L'intérêt de cette partie de l'albumen consiste dans la possi- 
bilité qu’elle offre, d'être colorée vitalement dans des 
conditions de vie normale, ce qui n'est pas réalisable pour les 
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cellules profondes d’albumen dont nous venons de faire l'étude 
et qu'il nous a fallu colorer sur des coupes. 

D'autre part, celte assise contient des éléments à gros grains 
d’aleurone du type des cellules profondes, qui renferment les 
inclusions caractéristiques et sa situation au contact immédiat 
des cotylédons, lui donne un rôle certainement un peu spécial 
par rapport aux autres portions de l'albumen. 

Pendant les premières périodes de la germination cette 
assise conserve des grains d'aleurone presque intacts. 

Tout à fait au début et lorsque la coque de la graine est 
seulement éclatée, on peut observer de belles colorations 
vitales des cellules d'albumen, telles qu'elles ont été repré- 
sentées (fig. 13, pl. V). 

Dans les cellules les moins modifiées, les gros grains d’aleu- 
rone n’ont subi qu'un léger gonflement et leur aspect diffère 
peu de celui qui existe dans une graine à l’état de repos. Dans 
les intervalles de ces grains. on en observe de beaucoup plus 
petits, colorés en rouge brique. qui sont assez souvent dépour- 
vus d’inclusions ; ils sont parfois encore arrondis, comme 
dans la graine à l’état de vie ralentie, mais la plupart du 
temps, dès ce premier stade de la germination, on les trouve 
déformés, allongés, souvent étirés d'une façon considérable ; 
plusieurs de ces corpuscules aleuriques arrivent à se joindre 


entre eux et l’on observe alors des ébauches de réunion en | 
réseau. 


Pendant ce temps, on constate.que les gros grains d’aleurone 
n’ont pas encore été modifiés et conservent leur forme ovale 
ou sphérique. Plus tard, sur des germinations plus évoluées 
(lg. racine = 1/2 cm.) on les observe à leur tour comprimés 
et déformés et les inclusions persistent encore très visibles | 
comme des enclaves non colorées. 

Dans les stades suivants, (lg. rac = 1 cm.\ les réseaux va- 
cuolaires sont plus rares et les inclusions sont partiellement 
dissoutes ; les cellules qui renferment de grandes vacuoles à 


contenu homogène sont fréquentes. Ces vacuoles absorhent 
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encore très énergiquement le rouge neutre et se colorent en 
rouge brique foncé. Le contenu protéique est done toujours 
abondant et il arrive qu'il se précipite en globules rouges plus 
colorés que le reste de la vacuole. 

La transformation des grains d’aleurone en vacuoles, qui 
s’opère à ce moment, a lieu très rapidement comme le montrent 
les indications suivantes : sur des germinations dont la racine 
atteint un centimètre de longueur, on peut encore trouver des 
grains d’aleurone reconnaissables renfermant leur inelusions; 
sur des germinations dont la raçine à une longueur de deux 
centimètres, il n’y a plus que de grandes vacuoles dans cette 
assise interne de l’albumen et toute trace d’inclusions a disparu 
de ces vacuoles. 


ART. 4. — ETUDE DE L'ALBUMEN AU MOYEN DE LA MÉTHODE 
DE REGAUD. 


A. — Cytologie de l’albumen un peu avant maturation 
(Méthode de Regaud), 


Les cellules profondes d’albumen ont un noyau toujours 
central, nucléolé ; sa forme est étoilée et il se rattache aux tra- 
bécules du cytoplasme environnant. Cet aspect du noyau cor- 
respond exactement à celui que l’on observe sur le vivant 
(préparation d’albumen observée à sec) (fig. 1 et », pl. XHT). 

Par la méthode de Regaud, l'huile est dissoute dans les 
préparations (au cours du passage par le xylol), et il reste dans 
la cellule, à la place qu'oceupaient les globules d'huile, des 
espaces clairs qui sont limités par les trabécules du proto- 
plasme colorés en gris pâle. La fixation est donc excellente, 
puisqu'elle reproduit sans déformation l'aspect alvéolaire que 
nous avons décrit dans la cellule vivante. 

Les grains d'aleurone se trouvent comme les sphérules 
d'huile entourés par le cytoplasme. Leur forme est bien çon- 
servée ; leurs caractères de coloration par l'hématoxyline sont 


les suivants : 
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Les gioboïdes ne se sont pas colorés et apparaissent comme 
des vacuoles incolores ; le cristalloïde peu chromatique appa- 
raît presque sans coloralion naturelle, mais souvent il possède 
à sa surface un enduit chromatique qui provient du dépôt à 
sa périphérie de la substance fondamentale protéique. Celle-ci 
fixe très énergiquement l’hématoxyline et elle peut se préci- 
piter de plusieurs manières, soit autour du cristalloïde où elle 
forme le dépôt dont nous venons de parler, soit sur la paroi 
externe de la vacuole aleurique, soit autour du globoïde. 
Enfin, il peut arriver qu'il n’y ait pas précipitation du tout et 
que toute la substance fondamentale soit colorée en gris foncé 
homogène. 

Le dépôt à la surface du cristalloïde peut affecter des formes 
très particulières, en réseau par exemple, comme l'indique la 
figure (fig. 3, pl. XUT). 

Ces états provenant d’une précipitation effectuée irréguliè- 
rement, sont très variables. On ne les observe pas en coloration 
vitale, car dans ces stades le suc vacuolaire très épais ne se 
précipite pas sous l'influence du colorant vital, tandis qu'il se 
coagule et se contracte de diverses façons par l’action du fixa- 
teur. : 

Enfin, il existe dans le cytoplasme et presque toujours aux 
angles du réseau qu’il forme, des granulations et de très courts 
bâtonnets fortement colorés en noir alors que les trabécules 
eux-mêmes sont gris (fig. 3, pl. XIIT). 

Ces éléments sont de tailles diverses et il est assez difficile 
de faire une distinction entre eux, néanmoins les plus gros 
paraissent représenter des plastes. 


B. — Cytologie de l’albumen d’une graine mûre. 


Le liquide de Regaud donne une fixation très bonne de 
l'albumen mûr de Ricin; on peut s'assurer au moyen d'acide 
osmique que l'huile n’est pas dissoute et qu’elle est conservée 


par ce procédé. (Elle est dissoute au contraire dans les fixa- 
teurs à base d'alcool absolu.) 
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On peut faire toute une série d'observations sur des albumens 
ainsi fixés. 


1° Observalions sans coloration. 


On fait une coupe tangentielle d’albumen et on observe à 
plat les cellules de la couche périphérique : elles montrent de 
nombreux corps réfringents très petits qui correspondent aux 
grains d'aleurone. Si on emploie ensuite un peu d'alcool iodé, 
on distingue que ces petits grains arrondis contiennent de 
petites inclusions de grosseur variée. Par conséquent, la ffxa- 
tion au Regaud donne lieu à une précipitation de granuies 
dans les grains d’aleurone primitivement homogènes. (Com- 
parer avec l'étude vitale.) 

Dans les cellules profondes, sur une coupe mince d'albumen, 
on voit de gros grains d'aleurone qui contiennent un cristal- 
loïde et d'assez nombreux petits corpuscules arrondis (6 à 8 
environ) qui sont des précipitations dans la substance fonda- 
mentale. Après l’action de l’alcool-iodé, le cristalloïde montre 
une beile teinte jaune, tandis que les granules précipités dans 
le vacuole aleurique et le globoïde restent incolores. 


2° Observalion après coloration. 


a) Rouge neulre. -- Après décoloration à l'alcool absolu, 
on observe quele cristalloïde demeure coloré en rouge orangé et 
que les grains de protéine sont rouges ; la substance fondamen- 
lale est décolorée. Cet essai montre que les propriétés chroma- 
tiques du grain d’aleurone sont bien différentes, suivant qu'il 
s'agit d'une coloration vitale, ou d'une coloration léthale. 

Dans le premier cas, la substance fondamentale se teint en 
rouge orangé et le cristalloïde demeure incolore ainsi que le 
globoïde; dans le deuxième cas, les grains de protéine, préci- 
pités à l’intérieur de la substance fondamentale, se teignent en 
rouge ainsi que le cristalloïde, tandis que le globoïde demeure 
incolore. 
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b) Bleu de crésyl à 1 0/0 (10 minutes, régression à l'alcool 
absolu, montage au baume). 

Dans les cellules protondes, le cristalloïde et la substance 
fondamentale sont bleues, les grains de protéine sont rouges 
métachromatiques ainsi que le globoïde. Quelquefois, le glo- 
boïde n’est pas distinct et il existe seulement à l'intérieur de la 
substance fondamentale de nombreux petits granules méta- 
chromatiques colorés en rouge vineux (fig. 16, pl. V). 

Comme dans le cas du rouge neutre, la coloration léthale 
donne des résultats assez différents de la coloration vilale, car 
dans les cellules vivantes le globoïde n’est jamais coloré par 
le bleu de crésyl. (Comparer les figures). 

ce) Coloralion à l'hématoxyline ferrique sur des coupes en série 
d'albumen (coupes au microtome, épaisseur à b). 


Cellules phériphériques d’albumen. — Ces cellules sont très 
allongées, mais leur épaisseur est faible. Lenoyau a unesituation 
centrale, ilest étoilé et pourvu d'un gros nucléole Le cyloplasme 
apparaît comme alvéolaire parce qu’il est réduit à des trabé- 
cules entourant les cavités où l’huile a été dissoute. Il renferme 
des petites granulations très colorées. Les grains d'aleurone sont 
assez petits et ils se montrent colorés en noir intense: ces 
grains ne sont entourés d'aucune auréole hyaline pouvant indi- 
quer une contraction et ils ne renferment pas d'inclusions, 
leur contenu se montrant coloré en totalité (fig. 5, pl. XII). 


Cellules profondes. = On peut distinguer après fixation et 
coloration les éléments suivants : le noyau à une position cen- 
trale; il est relalivement petit par rapport à la taille de la cel- 
lule. Sa forme est étoilée et comme sa membrane d'enveloppeést 
peu visible, il donne l'impression de se continuer avec les fila- 
ments cytoplasmiques qui s'en détachent (fig. 13, pl XHT). 

Le cytoplasme a une disposilion rétioulée très nelté et les 
mailles du réseau sont occupées par des espaces clairs qui 
représentent l'emplacement qu'occupaient les globules d'huile, 
dissous au cours du montage des préparations, 
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Aux angles du réseau de cytoplasme, s’observent plusieurs 
sortes de granulations et des bâtonnets qu'il est assez difficile 
d'identifier. Les plus gros représentent très probablement des 
plastes ; les plus petits des microsomes, maïs il n'existe pas une 
distinction très nette entre ces deux catégories d'éléments. Dans 
tous les cas, il n’existe pas de filaments onduleux mais unique- 
ment des grains irréguliers et des bâtonnets peu allongés. 

Les grains d’aleurone sont gros et ovales, non déformés par 
la fixation, entourés par une très mince couche de cytoplasme: 
qui se relie par de fins trabécules au réseau environnant. Ils 
renferment les inclusions connues : cristalloïdes et un ou plu- 
sieurs globoïdes. 

Si la régression a été peu poussée, la substance fondamen- 
tale et le cristalloïde sont noirs et se confondent entre eux ; si 
au contraire, la décoloration a duré plus longtemps, le cristal- 
loïde décoloré est gris clair et son contenu est nettement 
distinct de la substance fondamentale, qui est restée encore 
foncée. Il y a donc une assez grande différence de chromaticité: 
entre le cristalloïde et la protéine. Cette dernière substance 
apparaît souvent à l’état de granulations noires précipitées à 
l’intérieur de la vacuole aleurique, ou bien encore elle peut 
former un dépôt chromatique à la surface du cristalloïde et le 
masquer plus ou moins complètement (r). 

Les globoïdes sont au contraire toujours incolores et pré- 
sentent l’aspect de vacuoles claires arrondies au sein de la 
substance du grain. 


C. — Cytologie de l’Albumen germé 


par la Méthode de Regaud. 


Les grains d’aleurone se transforment en vacuoles très colo- 
rées au début parce qu'elles sont riches on albuminoïdes. La 
protéine forme alors un fin précipité granuleux coloré en noir 
(fig. 9. pl. XHT). Ce précipité peut même constituer un dépôt 


(x) C’est à ce dépôt plutôt qu'à sa coloration propre que le cristalloïde doit par- 
fois d’être distingué difficilement 
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assez ténu pour donner à la vésicule aleurique une apparence 
homogène: au sein de la vacuole se trouvent libres les cristal- 
loïdes très diminués de taille et les globoïdes généralement 
fragmentés (fig. 11 et 12, pl. XIIT). 

Les préparations fixées montrent des stades de fusion de 
vacuoles et des masses vacuolaires irrégulièrement lobées, tout 
à fait comparables à celles qu'on observe vitalement, colorés 
par le rouge neutre. Les précipitations colorabiles en rouge 
foncé par le colorant vital et disposées souvent en croûte chro-: 
matique sur les cristalloïdes. sont représentées sur les prépara- 
tions fixées par un enduit noir très foncé. La concordance 
des observations est donc complète (fig. 4 et 10, pl. XII). 

Le cytoplasme présente toujours une disposition alvéolaire, 
mais, pendant la germination, on peut remarquer que l'huile 
est incomplètement dissoute dans les préparations, ce qui in- 
dique que sa nature chimique s’est modifiée ; il existe encore 
quelques zones étroites où l'huile a disparu entièrement, mais 
partout ailleurs, une légère coloration grise révèle la présence 
d’un corps huileux particulier. 

Les granulations du cytoplasme sont très visibles comme des 
corpuscules assez gros, très colorés. La plupart me paraissent 
représenter des plastes qui ont grossi pendant la germination 
et peuvent même parfois, comme on le sait sécréter de l’ami- 
don. On n'observe aucun aspect correspondant à des chondrio- 
contes allongés (fig. 4 et 8, pl. XII). 

Le noyau, pendant ces stades, est gros, vésiculeux, nucléolé. 

L'albumen provenant de germinations plus âgées (lg. racine- 
1 em. 50) montre des cellules à grandes vacuoles souvent uni- 
ques par cellules qui résultent de la fusion entre elles des 
vacuoles aleuriques précédemment décrites. Ces grandes va- 
cuoles ont encore un contenu granuleux noir foncé, de sorte 
qu'on pourrait méconnaître leur nature. Au contraire, les 
espaces clairs qui sont visibles à ce moment dans le cytoplasme, 


ne sont pas de véritables vacuoles, mais des espaces occupés 
antérieurement par de l'huile. 
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Les vacuoles aleuriques renferment souvent encore des cris- 
talloïdes de faible taille reconnaissables cependant à leurs 
formes anguleuses. Ils sont recouverts en général d’un enduit 
chromatique comparable à la croûte chromatique que nous 
avons décrite en coloration vitale et ils doivent se dissoudre 
peu à peu au début sans se fragmenter, car on n’observe que 
très peu de cristalloïdes morcelés. Ils présentent parfois un 
double contour souligné par une forte coloration noire; à la 
fin de la digestion, les cristalloïdes se fragmentent, car ils se 
montrent comme des masses globuleuses irrégulières très colo- 
rées par suite du dépôt de la protéine à leur surface ; ces masses 
mamelonnées qui n'ont plus aucune structure visible corres- 
pondentexactement à ce que nous avons décrit sur les cellules 
vivantes (fig. 8, pl. AH). 

De même, le suc vacuolaire devenant très fluide, la protéine 
se dépose en corpuscules très colorés sur la paroi externe de 
la vacuole et il arrive alors que l'intérieur même de la vési- 
cule est presque complètement décoloré. D'autre fois, la pro- 
téine étant devenue encore moins abondante, la vacuole finit 
par ne plus renfermer que des granulations éparses. Ces 
aspects ont déjà été signalés en coloration vitale. 

Au début, les globoïdes fragmentés sont encore présents 
parfois : ce sont alors des espaces arrondis clairs contenant 
un corpuscule incolore à leur intérieur. Ils disparaissent plus 
tôt que les cristalloïdes, mais c'est la protéine qui persiste le 
plus longtemps sous forme de granulations chromatiques 
clairsemées. 


CONCLUSIONS. AU SUJET DE L'EMPLOI DE LA MÉTHODE DE REGAUD. 


Les grains d’aleurone sont très bien fixés par la méthode 
de Regaud. La substance fondamentale protéique a des pro- 
priétés chromatiques très intenses ct se colore en noir foncé 
par l’hématoxyline ferrique. Elle forme une solution très 
épaisse dans les vacuoles aleuriques. Cette solution peut préci- 
piter son contenu en corpuscules variables de formes et de 
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tailles soit à l'intérieur de la vésicule. soit sur ses parois : la 
protéine peut encore se déposer à la surface des inclusions 
en une couche chromatique. Gette précipitation se produit 
plus facilement pendant les stades de la maturation ou de la 
cermination, alors que Îles vacuoles aleuriques ont un suc plus 
aqueux, mais elle a lieu également dans la graine müre. 

Ces résultats correspondent exactement à ceux que nous 
avions signalés en coloration vitale : les mêmes précipitations 
s’observent en effet dans ce dernier cas; cependant, dans la 
graine mûre et dans les stades voisins, la substance fonda- 
mentale se montre ordinairement homogène lorsqu'elle est 
colorée vitalement. 

On voit que c’est la même substance, la protéine du grain 
qui se montre chromialique par la méthode de Regaud et par 
la ‘coloration vitale au rouge neutre. 

Le cristalloïde peu chromatique après emploi de la méthode 
de Regaud, est peu colorable par les teintures vitales (inco- 
lore avec le rouge neutre, teinté en bleu avec le bleu de crésyl). 

Les globoïdes, incolores après fixation et coloration Regaud, 
sont aussi non colorés vitalement par le rouge neutre ou le 
bleu de crésyl. 

Le cytoplasme des cellules d’albumen présente une disposi- 
tion alvéolaire avec mailles entourant les espaces occupés par 
l'huile. Cette disposition correspond exactement à ce qu'on 
voit dans les cellules vivantes, sauf que Île réseau, une 
fois fixé, parait moins régulier, parce que les trabécules sont 
un peu déformés. 

Dans le cytoplasme, se trouvent des granulations chromo 
philes de diverses tailles : elles sont situées principalement 
aux angles du réticulum. Les plus grosses correspondent aux 
plastes qui n'ont jamais l'aspect de chondriocontes sinueux, 
mais sont arrondis ou bien en courts bâtonnets. Les plus 
petits sont très probablement des microsomes. 

Les résultats que nous venons de résumer diffèrent sensible- 
ment de ceux qui ont été donnés par M. Guilliermond récem- 
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ment. Nous n'avons pas observé comme ce dernier de longs 
chondriocontes sinueux, et la description du eytoplasme et des 
grains d’aleurone donnée par l’auteur me paraît incomplète. 
Notre conception du cytoplasme des cellules d’albumen 
s'accorde mieux avec les données plus anciennes de M. Beau. 
verie qui avait employé des fixations au formol. 

En ce qui concerne la métachromatine, on sait que M, Beau- 
verie a comparé la substance azotée des globoïdes à la méta- 
chromatine des Algues et des Champignons. En réalité, si le 
globoïde se colore d’une façon métachromatique par les cou- 
leurs d’aniline (bleu de crésvl, bleu de méthylène). il n'est pas 
seul à se comporter ainsi et il existe toujours comme nous 
l'avons montré précédemment dans la graine müre, de petits 
corpusecules protéiques précipités dans la substance fonda- 
mentale aleurique et qui se teignent métachromatiquement. [1 
en résulle qu'une partie tout au moins de la substance fon- 
damentale aleurique, possède des propriétés voisines de celles 
de la métachromatine ; elle a en outre le caractère de fixer les 
colorants vitaux avec mélachromasie comme nous l'avons vu. 
On peut considérer qu'une part importante de la protéine des 
grains d’aleurone du Ricin est formée par de la métachroma- 
tine ayant des propriétés voisines de celles des Algues et des 


Champignons. 


APPENDICE AU CHAPITRE IT 


Remarques sur la digestion de l’albumen du Ricin. 


Sur les préparations d’albumen provenant de graines ger- 
mées (long. racine = 1 cm 1/2) on peut faire une remarque 
très importante au sujet de la digestion de l’albumen. 

Des grains d'aleurone encore reconnaissables et renfermant 
des cristalloïdes encore volumineux et une substance protéique 
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abondante, sont encore fréquents à la partie interne de l'albu- 
men au contact des cotylédons foliacés. Au contraire, plus on 
se rapproche de la périphérie de l’albumen, plus on observe 
une digestion avancée et moins les vacuoles apparaissent 
chromatiques. Il en résulte que la digestion de l'albumen se 
produit plus vite et plus (ôt à la périphérie qu'à la partie 
interne. C'est ce que montre également l'observation vitale, 
car lorsque la plantule possède une radicule de r centimètre de 
long, on conslale qu'il existe encore à ce moment des grains 
d’aleurone presque intacts, dans les cellules d'albumen de la 
couche interne au contact des cotylédons. Plus loin au con- 
traire, il n’y a que des vacuoles plus ou moins fusionnées entre 
elles. 

Ces conclusions sontun peu inattendues, car elles montrent 
que la jeune plantule de Ricin commence par absorber les 
parties de l’albumen les plus éloignées ct qu'elle consomme en 
dernier lieu les réserves qui sont à son contact immédiat. 

C'est l'inverse de ce qui a lieu pendant la digestion de 
l'albumen amylacé des Graminées qui commence au contact 
soit de l’assise protéique soit du scutellum. L’explication doit 
en être cherchée dans les propriétés différentes bien connues 
des deux albumens. Chez le Ricin, l’albumen est un tissu 
vivant qui se digère lui-même tout en gardant sa vitalité 
jusqu’au bout; chez les Graminées, l'albumen est un tissu 
mort qui est digéré au moyen de diastases émises par les tissus 
environnants (assise protéique, scutellum). 

On sait très bien que l’albumen du Ricin isolé de son 
embryon, peut commencer seul sa propre digestion. Mais cela 
n'empêcherait pas évidemment que les cotylédons de la plan- 
tule dans une germination normale, puissent contribuer de 
leur côté aux mêmes phénomènes. Il ne semble pas qu'il en 
soit ainsi d’après nos observations, du moins en ce qui con- 
cerne l’aleurone puisque les grains aleuriques demeurent 
assez longtemps intacts au voisinage des cotylédons. Nous 
pensons que l'accès de l’eau dans l’albumen, doit jouer un 


ess 
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grand rôle pour la solubilisation des réserves ; or pendant les 
premiers stades de la germination, l’eau arrive beaucoup plus 
facilement dans les régions périphériques de l’'albumen, d’où 
il s'ensuit une digestion plus rapide. Cette explication me 
parait meilleure que celle qui consisterait à reconnaitre aux 
seules cellules périphériques, des propriétés de sécrétion dias- 
tasique spéciales. Nous croyons que dans l'albumen du Ricin 
toutes les cellules sont capables de fournir les diastases néces- 
saires aux transformations chimiques de l'aleurone et de 
l'huile, mais que cette sécrétion se produit plus tôt à la péri- 
phérie, à cause de l’arrivée plus précoce de l’eau. 


Dangeard ii 


CHAPITRE II. 


e 


A, — Aleurone des Graminées. 


INDICATIONS HISTORIQUES. 


Dans la graine mûre des Graminées, il est sénéralement 
très difficile de faire des observations. Les tissus sont dessé- 
chés et dans un état de dureté qui rend malaisée la dissocia- 
tion des divers éléments de l’amande ou la confection des 
coupes. Mais il suffit de quelques heures de séjour dans l’eau, 
pour qu’on puisse réussir des colorations vitales et se rendre 
compte de l’état du vacuome dans les divers tissus. 

Les colorations vitales ont été faites, comme précédemment, 
dans le but de connaître l’évolution de l’aleurone pendant la 
germination. [Il à fallu pour cela observer des séries de plan- 
tules à différents âges. 

Quelques mots d'historique sont nécessaires, avant d'exposer 
nos recherches personnelles. Le principal travail de cytologie 
chez les Graminées, est celui de M. Guilliermond publié en 
1908. Ce dernier s’est proposé de rechercher si les corpuscules 
métachromatiques signalés chez les Protisdes, n’existeraient 
pas chez les Graminées; il est amené bientôt à reconnaître dans 
les globoïdes des grains d’aleurone, une substance voisine de 
la métachromatine, principalement en raison de la teinte mé- 
tachromatique qu'ils prennent avec la plupart des teintures 
basiques d’aniline bleues ou violettes. Là ne se bornent pas 
d’ailleurs les conclusions de l’auteur qui fait une étude spé- 
ciale de l’aleurone, pendant la maturation des graines, et 
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pendant la germination. Il montre que les grains d’aleurone 
existent dans tous les tissus de l’embryon ; ces grains repré- 
sentent des vacuoles déshydratées comme le pensait Pfeffer, 
et, pendant la germination, ils se transforment en vacuoles 
liquides renfermant des granules de protéine et des globoïdes. 

Ces résultats ont été obtenus au moyen de fixations et de 
colorations et le formol à 40 0/0 à été reconnu comme étant 
le meilleur fixateur. 

Nous n'avons pas l'intention de reprendre une étude sem- 
blable. à celle qu'a faite M. Guilliermond. Nous nous bornons 
à exposer comment, par la méthode des colorations vitales, on 
peut mettre en évidence les phénomènes de l’évolution de 
l’aleurone, et comment la transformation en vacuoles se pro- 
duit au cours de la germination. Ce sont là des faits dont les 


_ méthodes de fixation ordinaires ne donnent pas une image 


exacte. 
Ce domaine de !l’observation vitale est resté quelque peu 


dans l'ombre jusqu'à présent. Cependant M. Guilliermond, 
dans le mémoire précédemment cité, publie quelques données 
sur la coloration vitale des grains d’aleurone, mais unique- 
ment dans les assises protéiques. 

En 1919, M. P. A. Dangeard décrit l’évolution vacuolaire 
dans la radicule de l’Orge ; il montre que l’on peut suivre 
dans l’épiderme la formation de filaments et de réseaux vacuo- 
laires, aux dépens des grains de métachromatine qui existent 
dans les cellules les plus jeunes. C'était un des premiers exem- 
ples sur lesquels on montrait une évolution du système vacuo- 
laire nouvelle à cette époque. 

Un peu plus tard, en 1921, ces phénomènes sont décrits 
à nouveau par M. Guilliermond qui confirme la description 
donnée par M. P.-A. Dangeard et qui montre de plus que, 
dans les très jeunes plantules, l’évolution en vacuoles se pro- 
duit à partir des grains d’aleurone. 

Cette publication est postérieure à nos premières notes sur 
l’aleurone et son évolution, chez le Pin maritime et chez le 
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Ricin. Quelques mois après, nous avons donné la description 
de l’évolution vacuolaire chez quatre types de Graminées 
(Blé, Orge, Maïs, Avoine), non seulement dans les radicules, 
mais aussi dans les jeunes feuilles, le scutellum des jeunes 
plantules et dans l’assise protéique. 

Il est nécessaire aujourd’hui de compléter les résultats indi- 
qués précédemment et d'exposer moins brièvement ceux qui 
ont été déjà signalés. 

Nous commencerons par décrire l’évolution de l’aleurone 
dans la couche protéique de l’albumen, puis dans les tissus de 


la plantule. 


ART. 1. — ALBUMEN. 


L'albumen dans les graines étudiées (Blé, Orge, Avoine, 
Maïs) est toujours formé d’une partie interne dont les cellules 
sont mortes et ne se colorent pas : cette zone centrale de 
l’albumen, qui est de beaucoup la plus considérable, est formée 
de grandes cellules remplies de grains d’amidon extrêmement 
abondants. Entre ces grains, il y a sans doute un peu de subs- 
tance albuminoïde, mais celle-ci ne se trouve pas à l’état de 
grains d’aleurone : le vacuome qui a dû exister avant la matu- 
ration est donc devenu complètement indistinct. 

La couche externe de l’albumen diffère profondément des pré- 
cédentes. Elle constitue l’assise protéique qui peut être simple 
ou bien double et même triple (Orge). Cette assise se sépare 
assez facilement du reste de l’albumen après quelques jours de 
germination, et elle donne lieu à des colorations vitales remar- 
quables lorsqu'on en place un fragment dans une solution de 
rouge neutre dilué. Elle est formée de grosses cellules polyé- 
driques à membranes épaisses, qui renferment de très nom- 
breux grains d’aleurone arrondis ou ovales, lesquels fixent le 
colorant d’une manière intense et lui communiquent une 
teinte métachromatique. 

Dans le cas de l’Orge, il faut trois jours de germination 
à 22°, pour qu'on puisse facilement séparer l’assise protéique 
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du reste de l’albumen (1). Cette opération se fait en découpant 
au moyen d’un scalpel, une petite portion des téguments, de 
telle sorte que la couche protéique qui y est adhérente se trouve 
isolée des cellules amylacées. On place ce fragment de tissu 
dans une solution de rouge neutre ; l’assise protéique absorbe 
avidement ce colorant par sa face interne, tandis que du côté 
externe, elle est protégée par l’imperméabilité du tégument 
séminal. Lorsque la coloration est achevée, on observe la face 
interne de la couche protéique qui apparaît comme un carre- 
lage régulier de cellules colorées vitalement. Au contact, se 
trouvent des grains d'amidon de tailles diverses qui sont déjà 
isolés, mais ne paraissent pas encore sensiblement altérés : 
quand ils sont trop nombreux, ils gênent l’observation, et l’on 
doit s’en débarrasser en raclant doucement la face interne de 
l’assise protéique. 

Si, au lieu de germinations d'Orge, on applique le même 

traitement à de jeunes plants de Blé ou d’Avoine ayant 48 h. 
ou 24 h. de germination, on obtient des résultats absolument 
comparables. Avec le Maïs, il est nécessaire d’attendre cinq ou 
six jours avant que l’état des tissus permette leur dissociation 
facile. 
Nous avons essayé de nous rendre compte de l’état de l’as- 
sise protéique après quelques heures seulement de germina- 
tion. Chez le Maïs, on arrive à isoler l’assise et à la mettre en 
contact avec le bain colorant, mais les cellules ne se colorent 
en aucune façon, ce qui tient sans doute à une certaine imper- 
méabilité des membranes au début de la germination. 

Les caractères de l’aleurone dans l’assise protéique sont un 
peu différents dans les quatre types étudiés. L'Orge, le Blé, 
l’Avoine, ont des grains d’aleurone qui renferment des inclu- 
sions : celles-ci sont des globoïdes arrondis, réfringents qui 
demeurent incolores après teinture vitale. Dans le Blé, on en 
trouve un, deux, ou trois par corpuscule d’aleurone ; plus 


(1) Nous avons observé l’assise protéique au bout de 48 heures, mais l’examen 
offre une plus grande difficulté. Les caractères des cellules sont-les mêmes. 
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rarement quatre ou cinq. Dans l’Orge, un seul globoïde est 


fréquent. Le Maïs a des grains d’aleurone qui se colorent en 
totalité et ne paraissent renfermer aucune inclusion (fig. 12, 
TEAM RE UAMTTD)? 

C’est la substance fondamentale protéique du grain d’aleu- 
rone qui fixe énergiquement le colorant vital. En général, la 
teinte prise est homogène ; cependant, chez l’Orge, il se pro- 
duit dans la vacuole aleurique un ou plusieurs globules pro- 
téiques de précipitation colorés en rouge foncé, alors que le 
reste de la vacuole garde une teinte rosée. 

Ces précipitations ne se voient pas sur les très jeunes germi- 
nations, et elles n'apparaissent que lorsque le suc vacuolaire 
s’est un peu dilué. Il en est de même pour le Blé, et lorsque 
des globules se précipitent dans la cavité aleurique, celle-ci 
se décolore presque complètement. 

La teinte prise en coloration vitale indique en général l’al- 
calinité (Blé, Orge, Avoine), mais dans le cas du Maïs, la 
teinte du rouge neutre est rose et indique plutôt un état neutre 
ou acide. 

En dehors des grains d’aleurone, le cytoplasme paraît ren- 
fermer en abondance de petites granulations, peut-être de 
nature graisseuse. En tous cas, il n'y a aucune trace d’amidon. 

Pendant toute la durée de la période germinative, l’assise 
protéique reste vivante et l’on peut constater au moyen de 
colorations vitales que son état et celui des grains d’aleurone 
qu'elle renferme varie peu. 

À la fin de cette période, la désorganisation survient très 
rapidement, mais auparavant les grains d’aleurone se réunis- 
sent (Orge) en un petit nombre où même une seule vacuole 
qui continue à se colorer vitalement, dans une cellule en voie 
d’altération et dont le cytoplasme commence à se détacher de 
la membrane. Le suc vacuolaire prend alors une teinte rose. 
n'y à donc jamais formation de réseau vacuolaire dans 
l’assise protéique au cours de la germination (fig. 84 
D SITE) 
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ART. 2. — PLANTULES. 


L’embryon de la graine renferme de petits grains d’aleurone 
dans tous ses tissus, mais ceux-ci sont très petits. Au bout de 
quelques heures de germination, on peut les colorer vitalement, 
soit dans les jeunes radicules, soit dans les jeunes feuilles de 
la gemmule, soit dans le scutellum ou cotylédon absorbant. 


Radicules. — L'évolution des grains d’aleurone en vacuoles 
est aisée à suivre dans les jeunes racines. Si l’on observe des 
radicules très petites qui se sont gonflées seulement dans l’eau, 
on ne trouve encore, dans leur épiderme (1), que de très petits 
grains d’aleurone, et il n'existe pas encore de véritables va- 
cuoles. Ces petits grains très nombreux se colorent vitalement 
en rouge dans les cellules de la coiffe et dans l’épiderme, ce 
qui indique une réaction neutre ou légèrement acide. 

Dans une plantule d'Orge de vingt-quatre heures par exem- 
ple, on peut suivre sur une radicule toute la marche de l’évo- 
lution des grains d’aleurone en vacuoles. La base de la racine 
a de grandes vacuoles et les cellules les plus proches de la coiffe 
renferment de petits granules aleuriques : le passage se fait par 
des formes de gonflement et d’anastomose. Ces formes en 
réseau sont surtout remarquables dans le cas du Blé et les 
filaments vacuolaires très fins, parfois renflés à une extrémité 
rappellent à s’y méprendre, l'aspect « mitochondrie » (fig. 4, 
DROSDANII)R , 

Comme dans les cas nombreux déjà vus, ces formes sont en 
relation avec un métabolisme intense. On peut remarquer 
qu'elles indiquent une remise en mouvement du cytoplasme 
très accentuée, qui précède l’hydratation du vacuome. Ce 
dernier restant visqueux est entraîné par les mouvements et 
s'étire en filaments et réseaux variés. Plus tard, il s’hydrate 
très vite et les mouvements du cytoplasme n’ont plus d’in- 


fluence sur lui. 


(1) L'épiderme dont il s’agit, est en réalité l’assise la plus externe de l'écorce. 
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Feuilles. — Dans les jeunes feuilles de la gemmule, les petits: 


grains d’aleurone se colorent de bonne heure, dans des graines 
qui ont seulement quelques heures de germination (fig. 6 et 
7, pl. VI). Ce sont de petits grains arrondis, nombreux dans 
chaque cellule, et qui accusent une réaction basique au rouge 
neutre. Sur les germinations plus âgées, ces grains d’aleurone 
se montrent gonflés et il en résulte que par rapprochement, 
ils se fusionnent peu à peu entre eux et se transforment en 
un petit nombre de vacuoles plus grandes, puis enfin en une 
vacuole unique. Il n’y à donc pas en général, formation de 
réseaux vacuolaires du genre de ceux qu'on observe dans 
l’épiderme des racines. Le stade réseau est sauté. Cependant 
dans l’Orge (fig. 8, pl. VIT), nous avons pu observer sur des 
plantules ayant quarante-huit heures de germination, des ré- 
seaux vacuolaires très fins, colorés par le rouge neütre en une 
belle teinte rouge brique et dans le Blé de trois jours, des 
réseaux formés de filaments allongés, disposés autour du 
noyau et alignés suivant le grand axe de la cellule (fig. 12, 
pl. VID). 

Voici exposées avec plus de détails quelques-unes des obser- 
vations vitales que nous avons faites : 


À. — Kvolution de l’aleurone chez le blé 
(radicules et feuilles). 


Des grains de Blé sont placés trois heures à la température 
de 22°, sur du buvard humide : on isole ensuite une des radi- 
cules en la sectionnant à sa base, et on la place dans une solu- 
tion de rouge neutre. Au bout de quelque temps (4 heure 
environ), l’épiderme est coloré et on peut l’examiner facile- 
ment au microscope (fig. ?, pl. VID). Les cellules ont un 
cytoplasme très épais au milieu duquel le noyau arrondi se 
détache en clair. Le rouge neutre est fixé par un très grand 
nombre de petits grains qui ont pris une couleur rose vif. 
Leur nombre dépasse certainement la centaine et ils ne mon- 
trent aucun déplacement sensible pendant les quelques mi- 
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nutes que dure l'observation (fig. 3, pl. VID). Deux ou trois 
gros globules réfringents dont la nature est-imconnue, se 
montrent également dans les cellules. 

Au bout du même temps de germination, les très jeunes 
feuilles de la gemmule montrent un épiderme colorable vitale- 
ment. Leurs cellules renferment de très petits éléments qui 
prennent une couleur rouge orangé (ils sont par conséquent 
moins acides que les grains d’aleurone des racines de même 
âge). Leur forme n'est pas toujours bien facile à apprécier par 
suite de leur taille très réduite, mais les éléments un peu angu- 
leux paraissent dominer. En dehors du vacuome formé de 
ces petits grains d’aleurone colorés, il semble que le cyto- 
plasme et le noyau soient constitués par une très fine émulsion 
(fig. 10, pl. VID. 

Lorsque les jeunes germinations de Blé ont vingt-quatre 
heures, il y a peu de différence à noter dans l'aspect du 
vacuome. Dans les radicules, les grains d’aleurone très réfrin- 
gents sont visibles sans aucun artifice ; après coloration vitale. 
ils ont une teinte rose vif, un peu violette. Ils sont quelquefois 
assez gros et gonflés, et comme ils sont sensiblement moins 
nombreux que dans les stades précédents, il y a eu certaine- 
ment des fusions de grains d’aleurone ensemble. En tous cas, 
sur ces très jeunes plantules, il n° a encore aucune vacuole 
assez grande, digne de ce nom, dans tout l’épiderme de la radi- 
cule. Les cellules de la coiffe ne contiennent aussi, à cette 
époque, qu'un grand nombre de petits grains d’aleurone 
isolés, colorés en rose presque violacé. 

Dans les jeunes feuilles, on trouve des grains d’aleurone plus 
gros que ceux qui existaient auparavant dans la graine ; cer- 
tains d’entre eux même, situés dans les cellules du sommet 
de la feuille sont assez volumineux, et paraissent contenir 
un suc assez fluide, pour être considérés comme de petites 
vacuoles. Ceux qui sont situés dans les éléments de la base 
des feuilles sont noyés dans un cytoplasme épais et très gra- 
nuleux ; ils peuvent être assez déformés, pour prendre parfois 
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l'apparence de courts filaments arqués, mais on n'observe 
aucun réseau produit par la réunion de plusieurs grains entre 
eux. À 

Nous avons examiné un assez grand nombre de ces jeunes 
feuilles, ce qui était nécessaire, étant donné que la cemmule 
est déjà formée de feuilles de tailles très différentes les unes des 
autres ; l’épiderme se montre toujours très perméable et la 
coloration vitale se fait vite et bien. Dans aucun cas, nous 
n'avons pu constater de réseaux vacuolaires ou de grandes 


vacuoles, même au sommet des feuilles. 


Jeunes plants de Blé de 48 heures à 22°. — Les change- 
ments survenus pendant la deuxième période de vingt-quatre 
heures sont considérables. La racine principale peut atteindre 
un centimètre de longueur, et les autres radicules se sont 
beaucoup accrues, elles aussi. Les cellules les plus éloignées 
de la pointe de la racine sont les éléments les plus âgés ; leur 
vacuome provient au cours des divisions successives de celui 
des cellules de la graine ; il est à l’état de grandes vacuoles 
normales se colorant en rose par le rouge neutre. Ces vacuoles 
résultent du gonflement et de la fusion entre elles des vacuoles 
aleuriques déjà indiquées sur les plantules de vingt-quatre 
heures (fig. 9 et 10, pl. VID). 

À la pointe de la racine, les cellules sont beaucoup plus 
petites, peu allongées ; leur vacuome provient également sans 
aucun doute, de celui des cellules de la graine, mais il s’est 
conservé dans ce méristème terminal, dans un état réduit de 
granules et de filaments, analogue à celui qui existait dans la 
graine. Les initiales qui forment ce méristème sont disposées 
en trois groupes dont l’un produit la coiffe, l’autre l’épiderme 
et l’écorce, le troisième le cylindre central. 

On constate dans les éléments découpés par ces initiales, 
une évolution du vacuome d'autant plus accentuée, que les 
cellules sont plus éloignées du centre de croissance et sont 


r 
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par conséquent plus âgées. 
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Les cellules de la coiffe sont produites en grand nombre, 
et les plus âgées se détachent constamment à la périphérie. 
Les plus jeunes ont encore de nombreuses petites vacuoles 
rondes isolées, mais plus tard ces vacuoles se présentent à 
l’état d'anastomoses, puis elles confluent finalement en une 
seule grosse vacuole qui refoule le noyau sur le côté. C’est à 
cet état que les cellules s’exfolient naturellement (fig. 14, 
PE): 

L'épiderme est d’abord constitué par de petites cellules 
courtes, dont le vacuome est formé de grains séparés. Pour 
obtenir la coloration vitale et faire l’observation de ces très 
jeunes cellules d’épiderme, il faut avoir soin d'enlever, en 
frottant l’extrémité de la racine entre les doigts, les cellules 
de la coiffe qui sont peu adhérentes. Il reste alors une zone 
assez courte, conique, occupée par les cellules de coiffe qui sont 
trop intimement soudées entre elles pour être détachées par ce 
procédé, et on dégage ainsi une petite étendue d’épiderme 
jeune qui serait autrement recouvert par une partie des tissus 
de la coiffe. Les cellules les plus jeunes de l’épiderme ainsi 
dévoilé ne sont pas séparées des initiales dont elles proviennent 
de plus de quatre ou cinq épaisseurs de cellules. Leur état 
vacuolaire est donc, à peu de choses près, celui des initiales 
elles-mêmes (1). 

Leur vacuome est à l’état de petits granules irréguliers ou 
de petis filaments qui se colorent en rose vif (fig. 3, pl. VIT. 
Un peu plus loin de la coiffe, mais toujours dans la zone avoi- 
sinante, des formes de filaments très longuement étirés 
deviennent fréquentes, ainsi que des réseaux d’une délicatesse 
extrême, dont l’ensemble entoure le noyau comme d’une cor- 
beille délicatement treillagée (fig. 4 et 5, pl. VID. Les fila- 
ments par leur taille et leur disposition, ont les plus grandes 
ressemblances avec des « mitochondries » (2), mais leur ori- 


‘ 


(1) On peut d’ailleurs par un autre procédé, celui des coupes, obtenir une colo- 
ration vitale des initiales elles-mêmes. 

(2) D'autant plus que la substance qui les forme, très réfringente, est très 
visible sans aucun artifice de préparation. C’est un exemple de plus démontrant 
la réalité des faits observés en coloration vitale, 
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gine, de même que leur destinée ultérieure, montre qu'il ne 
s’agit là que d’un phénomène de convergence. Très rapide- 
ment, en effet, ces réseaux se gonflent, se fusionnent, se dis- 
loquent au gré des mouvements du cytoplasme, puis leur 
ensemble affecte bientôt l'apparence de deux grosses masses 
vacuolaires réunies autour du noyau central par des trabé- 
cules allongés et sinueux. Toute cette évolution se fait dans 
une région de quelques millimètres située au-dessus de la 
coiffe et plus haut, il n’y a plus que des cellules dont la grande 
vacuole unique se colore uniformément en rose et qui repré- 
sentent l’état normal des cellules végétales adultes. En même 
temps que ces transformations de l'appareil vacuolaire se 
produisent, les plastes qui devaient être à l’état de petits gra- 
nules dans les plus jeunes cellules, se muent en petits amylo- 
plastes composés. Les microsomes, comme d'ordinaire, restent 
invariables pendant ce temps. 

Dans les jeunes feuilles, les phénomènes se passent à peu 
près de la même façon que dans les radicules, mais l’évolution 
se présente d’une façon moins schématique. L’épiderme des 
jeunes feuilles absorbe très bien par toute sa surface très 
perméable, et le rouge neutre donne une teinte orangée au 
vacuome. À la base, se trouvent des corpuscules d'assez petite 


taille, généralement arrondis ; au sommet, les éléments vacuo- 


laires sont plus fluides, “it larges et accolés les uns aux 
autres. Sur des germinations plus avancées, la substance 
väcuolaire encore ductile, forme fréquemment des masses 
mamelonnées, placées aux extrémités de la cellule et réunies 
dans la région nucléaire par des trabécules irréguliers. Il 
suffit ensuite de la rupture et de la disparition des trabécules 
puis de la A du vacuome pour obtenir l’état adulte 
(fig. 12, pl. VIT. 


B. — Kvolution de l’aleurone chez l'orge. 


Nous avons essayé les colorations vitales sur des graines 


Te 
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qui avaient été placées trois heures dans l’eau à la tempéra- 
ture de 22°. Comme dans le Blé, on peut obtenir dès ce moment 
la coloration des petits grains d’aleurone de l’épiderme ; il 
suffit pour cela d'isoler une des petites radicules, de la section- 
ner à sa base et de l’immerger dans une solution du colorant 
vital (rouge neutre de préférence). On constate que les petits 
grains d’aleurone qui sont au nombre de 50 à 100 par cellule, 
se colorent en rose vif ; leur forme est arrondie ou un peu 
anguleuse. Il n’y à encore ni vacuole ni réseau vacuolaire 
dans l’épiderme (fig. 3, pl. VIH). 

Dans l'Orge qui a germé pendant vingt-quatre heures, le 
vacuome se colore plus facilement et toujours en rouge. À la 
base de la radicule, il y a de grandes vacuoles et dans la région 
intermédiaire jusqu’à la coiffe, l’épiderme renferme des granu- 
lations ou des filaments vacuolaires à divers états, mais pas de 
réseaux. 

Dans les jeunes feuilles, à cette époque, le vacuome est assez 
divers. Il y à des files de petites cellules renfermant de petites 


_vacuoles rondes se colorant en orangé ; elles proviennent du 


simple gonfiement des grains d’aleurone de l’embryon ; d’au- 
tres cellules situées à la base ou vers le milieu du limbe-’ont un 
vacuome finement réticulé, également alcalin. Enfin, les gran- 
des cellules du sommet du limbe, ont de grandes vacuoles se 
colorant d’une façon homogène en rouge orangé ; plusieurs de 
ces grandes vacuoles ont tendance à devenir acides. 

Dans les plantules qui ont germé 48 heures, on observe 
facilement après coloration vitale de l’épiderme des radicules, 
l'évolution vacuolaire à partir du méristème terminal. Les 
cellules les plus voisines de ce méristème, c’est-à-dire les plus 
proches de l'extrémité de la radicule, ont leur substance 
vacuolaire sous forme de petits filaments ou de granules.'Il ne 
se produit pas de réseaux à proprement parler, et quand il y 
en à, ils n’ont pas la délicatesse de ceux que nous avons signa- 
lés dans le Blé, mais il y a souvent des figures filamenteuses 
variées. Le passage auxagrandes vacuoles se fait par gonfle- 


— 174 —- 


ment et réunion progressive des éléments du vacuome méris- 


tématique (fig. 4& et 5, pl. VII). 


C. — Maïs. 


Sur des plantules ayant germé pendant 48 heures à 22°, 11à 


racine commence seulement à faire son apparition au dehors. 
L'épiderme fixe le rouge neutre dans de bonnes conditions. Les 
cellules les plus proches de la coiffe, renferment de petits 
grains d’aleurone colorés en rouge vif et assez peu nombreux 
(20 ou 30 par cellule); les plus gros ont souvent un inclusion 
claire, incolore. L'évolution en vacuoles s’opère sur quelques 
millimètres de longueur et la transformation a lieu par hydra- 


tation et fusion progressive des vacuoles. 


D. — Avoine. 


Le vacuome évolue de la même façon que dans le Maïs. 
Lorsqu'on observe des cellules très près du point de végétation, 
on y remarque de petites vacuoles filamenteuses ou un peu 
réticulées ; leur substance paraît être épaisse et demi-fluide. 
Le gonflement et la transformation de ces éléments en grandes 
vacuoles se fait rapidement, et s'effectue déjà à un millimètre 


du sommet. 


Coupes de radicules. 


Nous avons essayé des colorations vitales sur des coupes lon- 
gitudinales de radicules appartenant à de très jeunes plan- 
tules. Nous avons réussi réussi par ce procédé à colorer abso- 
lument toutes les cellules ; les initiales elles-mêmes et les 
divers tissus qui en dérivent, fixent très vite le colorant. Il 
faut noter une particularité intéressante que révèle cette 
méthode, lorsqu'on emploie le rouge neutre ; il y a une difé- 
rence de teinte très nette, après coloration vitale, entre le 
mérisième vasculaire, qui se colore en orangé ou en brun et 
les autres parties du point de végétation (écorce, moelle, coiffe) 
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qui se colorent en rose. Cette différence est due, comme nous 
le savons, à une différence de réaction. Le méristème vascu- 
laire est légèrement alcalin, tandis que les autres tissus ont 
des vacuoles neutres ou un peu acides. 

Dans tous les cas, les grains d’aleurone qui existaient dans 
toutes les cellules de l'embryon se transforment en vacuoles 
au moment de la germination. Cette évolution a lieu presque 
partout par gonflement et mise en contact des vacuoles rap- 
prochées les unes des autres. Dans l’endoderme cependant, 
et dans le méristème vasculaire, il se forme des réseaux vacuo- 
laires qui peuvent être très allongés. (Maïs, Blé) ; il en est de 
même dans les cellules de la coiffe (Blé de 48 heures). 


E. — Vacuome du Scutellum. 


Le scutellum ou cotylédon absorbant des Graminées, est 
un organe élargi en forme de bouclier, qui s'appuie par sa face 
interne sur l’albumen. Son rôle absorbant n'est pas douteux, 
car c’est par sa surface que passent les sucs provenant de la 
digestion des réserves amylacées. 

Comme on pouvait le prévoir, le cotylédon absorbe facile- 
ment une solution d’un colorant vital. Pour réaliser cette 
expérience, on place un embryon de Blé ou d’Orge isolé de 
l’albumen (cette opération peut se faire après 24 heures de 
germination), dans un bain colorant de rouge neutre ou de 
bleu de crésyl. Dans ces conditions, très rapidement, la face 
interne du scutellum se colore en rose par suite de l’absorption 
du colorant et de sa fixation sur les éléments du vacuome de 
l’épiderme cotylédonnaire. Il ne reste plus alors qu’à obser- 
vecelés cellules” colorées et pour, cela, il faudra’ faire. la 
plupart du temps une coupe transversale du scutellum, car les 
cellules de l’épiderme interne sont très allongées perpendicu- 
lairement à la surface, et si on les observait de champ, on 
n'aurait qu’une idée très imparfaite de leur structure. Ces 
cellules peuvent atteindre une longueur de sept ou huit fois 
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leur largeur dans l’Orge et elles ne sont pas toutes de même 
longueur, bien que leurs bases soient au même niveau ; il en 
résulte que certains éléments dépassent les autres, et que la 
surface absorbante est multipliée dans une grande proportion. 
Une autre cause vient augmenter encore l'étendue de l’épi- 
derme absorbant, c’est la disjonction qui se produit dans Ia 
partie proximale des cellules qui se trouve ainsi isolée et fonc- 
tionne comme un poil ou une papille absorbante. 

Les grains d’aleurone du scutellum ont une existence éphé- 
mère, et on ne peut les observer que sur des plantules très 
jeunes (Orge, de 24 heures par exemple), et encore les trouve- 
t-on déjà transformés et fusionnés partiellement en vacuoles 
(fig. 16, pl. VID). Dans tous les stades ultérieurs et sur toutes 
les plantules examinées, nous avons observé des réseaux 
vacuolaires ayant un contenu à réaction basique, se colorant 
en rouge orangé par le rouge neutre (fig. 17, 18, 23, pl. VII). 


TROISIÈME PARTIE, 


Recherches sur le Pollen. 


Nous avons vu par l’étude des méristèmes, et par l'examen 
des diverses parties d'une graine que, dans aucun cas, on ne 
rencontrait de cellules à cytoplasme plein dépourvu de système 
vacuolaire. Même dans les graines où les conditions de dessé- 
chement sont les plus grandes, on trouve sinon de véritables 
vacuoles, du moins des vacuoles en puissance, résidu d’un 
système qui s’est concrété pendant la maturation, en même 
temps qu'ébauche des futurs réservoirs vacuolaires des cellu- 
les de la plantule. Ce sont les grains d’aleurone qui doivent 
leurs caractères si particuliers à cet état transitoire de desséche- 
ment des cellules de la graine. En somme, le système vacuo- 
laire se propage de cellule en cellule à partir de lui-même : on 
n'’assiste jamais à sa disparition ni à sa naissance ; c'est un 
élément constant de la cellule. 

Pour compléter l’ensemble des preuves en faveur de la per- 
manence du système vacuolaire, il faudrait montrer que dans 
les gamètes, il existe des vacuoles qui, se mélangeant au mo- 
ment de la fécondation, assurent la continuité de la substance 
vacuolaire. 

Nous avons commencé par rechercher les vacuoles dans les 
grains de pollen, où nous pensions qu'elles devaient se trouver 
dans un état particulier dû à des conditions de déshydratation 
très intense, et nous avons réussi à les mettre en évidence, par 
la même méthode des colorations vitales employée ailleurs. 
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Le pollen des Gymnospermes à déjà donné lieu à de nom- 
breux travaux. Parmi ceux-ci les principaux sont ceux de 
MM. Strasbürger, Guignard, Miyake, Juranyi. 

On a surtout étudié le mécanisme des divisions réductrices 
et les phénomènes cytologiques de la germination du tube 
pollinique et de la fécondation. Bien peu de travaux portent 
sur la constitution du cytoplasme et sur ses inclusions. 
M. Guignard signale des grains d’amidon dans le pollen des 
Cycadées, MM. Coulter et Chamberlain dans les tubes pol- 
liniques de Pinus Laricio, Noren dans le pollen de Saxegotheca 
conspicua, Lopriore chez Araucaria Bidivill. 

Les vacuoles sont signalées de temps en temps dans les 
grains de pollen et dans les tubes polliniques, mais sans qu’elles 
reçoivent une mention spéciale et d'autre part beaucoup 
de grains de pollen sont figurés par les auteurs comme ayant 
un cytoplasme plein sans vacuoles. 

Aucune recherche par des méthodes mitochondriales n’a 
été entreprise sur le pollen des Gymnospermes : c’est dire 
qu'on n'a pas utilisé pour le pollen les fixateurs eytoplas- 
miques. 

Des colorations vitales de grains de pollen n’ont pas encore 
été réalisées ; les résultats de nos recherches dans cette voie 
sont donc entièrement nouveaux. 


NOTE SUR LA TECHNIQUE EMPLOY ÉE. 


L'observation des grains de pollen de Gymnospermes est 
généralement possible en les plaçant directement dans l’eau 
sans précautions spéciales. 

Un certain nombre de grains sont cependant détruits dans 
ces conditions et le phénomène peut se produire de deux 
façons : ou bien l’arrivée de l’eau détermine un gonflement 
brusque du grain de pollen et la rupture non seulement de la 
coque inextensible, mais aussi de la paroi cytoplastimique 
interne et la cellule meurt aussitôt; ou bien la coque cutinisée 
résiste à la pression interne développée et le cytoplasme se 
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trouve aplati et écrasé par suite du gonflement de la couche 
interne de l’exine qui ne peut se dilater que vers l’intérieur. 

À côté des grains de pollen qui subissent ces accidents, il 
en demeure toujours un grand nombre chez lesquels l’arrivée 
de l’eau n'a provoqué aucun dommage. Chez la plupart, la 
coque s'est brisée assez brusquement, mais sans occasionner 
de rupture des cellules polliniques, qui demeurent intactes ; 
chez d’autres plus rares, la coque ne s’est pas rompue et les 
cellules ont résisté à la pression sans paraître en être incom- 
modées (1). 

- Chez ces grains de pollen restés vivants dans l’eau, il est 
possible d'observer des colorations vitales très belles si l’on 
a pris soin d'ajouter un peu de rouge neutre à la solution. 
On peut également noter la situation des plastes amylifères 
et des microsomes. 


ART. 1. — BIOTA ORIENTALIS. 


Le pollen étudié provenait d’un arbre de l'Ecole de Bota- 
nique du Muséum d'Histoire Naturelle de Paris. Le pollen s’est 
trouvé mûr au mois de février et j’ai pu facilement à ce moment 
obtenir une coloration vitale au moyen du rouge neutre. 

Si la solution du colorant vital est faite dans l’eau, on cons- 
tate au bout de quelque temps que les grains de pollen qui 
ont été placés sous la lamelle éclatent : la partie externe de la 
membrane du grain, ou exine, se brise et les cellules pollini- 
ques entourées par la couche interne de l’exine et par l’intine 
se trouvent mises en liberté dans l’eau. Le mouvement de rup- 
ture a lieu par suite du gonflement de la membrane gélatineuse 
interne (partie non cutinisée de l’exine), ce qui provoque 
l'éclatement brusque de la coque inextensible. 

Après ce phénomène, au bout de quelques minutes, l’intine 


r 


a été traversée par le colorant et il se produit une fixation du 


(1) On reconnaît que les cellules de pollen sont restées vivantes et normales, 
d’abord par l’examen direct qui ne révèle aucune floculation ni dans le cyto- 
plasme, ni dans le noyau, puis par la possibilité des colorations vitales. 
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rouge neutre sur les vacuoles des cellules du pollen (Fig. 9, 
pl. IX). L'une de celles-ci est beaucoup plus grande que l’autre 
et contient un gros novau central : c’est la cellule végétative. 
Elle est destinée à produire le tube pollinique, aussi l” appelle- 
t-on encore cellule du tube (tube-cell). La petite cellule est 
séparée de l’autre par une membrane mince, un peu concave 
et sa forme est celle d'une hémisphère : c’est la cellule généra- 
tive, elle contient également un petit noyau arrondi et placé 
en son centre. Cette cellule produira plus tard après une pre- 
mière division, deux anthérozoïdes. 

Dans le cytoplasme de la cellule végétative, se remarquent 
quelques granulations : les plus grosses sont des grains d’ami- 
don, les plus petites correspondent sans doute aux microsomes. 

On constate à ce sujet, d'assez grandes variations dans les 
grains de pollen : Quelques-uns contiennent une grande 
quantité d’amidon en très gros grains disposés autour du noyau 
et d’autres ne renferment que de très petites plastes à amidon, 
arrondis où anguleux. Les microsomes sont petits et sphé- 
riques ; ils sont répartis à la périphérie de la cellule, les mêmes 
éléments existent dans la petite cellule, maïs sont beaucoup 
moins nombreux (fig. 10 et 11, pl. IX). 

Après coloration vitale, on met en évidence le vacuome 
celui-ci est constitué dans la celule végétative d’un assez grand 
nombre (50 et plus) de vacuoles arrondies à peu près toutes de 
même taille, qui prennent avec le rouge neutre une coloration 
rose. Les vacuoles sont toujours indépendantes les unes des 
autres et ne sont jamais fusionnées entre elles. Le suc vacuo- 
laire est probablement neutre ou légèrement acide. 

Lorsqu'on a réussi une coloration vitale, on constate que 
les éléments du cytoplasme sont disposés assez nettement en 
trois zones autour du noyau : zone des plastes amylifères au 
centre, zone des vacuoles dans la région moyenne, zone des 
microsomes à la périphérie. 

La coloration vitale se fait moins vite et moins facilement 
dans la petite cellule générative que dans la cellule végétative, 
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ce qui peut être dû, soit à une imperméabilité relative de la 
membrane, soit à une nature différente du suc vacuolaire. La 
coloration de cette petite cellule a toujours lieu après celle de 
la grande cellule, ce qui semble prouver que le colorant n'\ 
pénètre qu'à travers la cloison mitoyenne. 

Les vacuoles de la petite cellule sont de taille réduite. Elles 
peuvent se présenter sous plusieurs aspects différents suivant 
l'état de mouvement du cytoplasme : ou bien elles sont arron- 
dies et séparées les unes des autres, ce qui est le cas le plus 
fréquent, ou bien elles ont conflué en un réseau vacuolaire 
unique qui peut-être très fin et très délié. Cet appareil vacuo- 
laire montre avec le rouge neutre une réaction nettement 
plus alcaline que le suc des vacuoles de Ja grande cellule : en 
effet, la teinte prise en coloration vitale est généralement oran- 
cée ou rouge brique, et la différence de réaction est assez mar- 
quée avec la cellule végétative. Ce réseau de vacuoles est situé 
‘ans le cytoplasme et entoure le noyau de la cellule : on remar- 
que également quelques granulations dont nous avons déjà 
fait mention et qui correspondent à des plastes amylifères et 
à des microsomes (fig. 10 et 11, pl. IX). 


ART. 2. — CUPRESSUS LA WSONIA 


Le pollen a été prélevé à diverses époques sur le même arbre 
du Jardin des Plantes de Paris. 

Le 20 mars. — Les grains de pollen s'isolent facilement, 
ils sont arrondis et leur coque se gonfle dans l’eau. A l’intérieur 
de leur membrane, on distingue deux cellules, une grande et 
une petite qui est de forme lenticulaire et dont la cloison 
mitoyenne est fortement bombée. Nous n’obtenons pas de 
coloration vitale nette avec le rouge neutre. 

Le 29 mars. — Les grains de pollen placés dans la solution 
du colorant vital, éclatent par suite du même phénomène 
constaté déjà chez le Biota. Les deux cellules qui les compo- 
sent se trouvent alors libérées de leur coque dure (partie cuti- 
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nisée de l’exine) mais demeurent enveloppées par la couche 
interne de l’exine démesurément gonflée (fig. 12, pl. IX). 

Le rouge neutre pénètre et colore des vacuoles rondes, nom- 
breuses, dans le cytoplasme de la cellule végétative : ces va- 
cuoles sont acides (coloration rose). 

Dans la petite cellule, le colorant pénètre moins vite ; on Y 
observe quelquefois de très petites vacuoles alcalines, rondes, 
de coloration orangée, mais le plus souvent tout l’appareil 
vacuolaire forme un réseau très fin qui entoure le noyau et 
dont les dipositions sont très variées (fig. 12, 13, 14, pl. IX). 

Comme dans le Biota, les cellules du pollen renferment de 
l’amidon porté sur des plastes et il y a des microsomes très 
petits répartis en nombre assez élevé au sein du cytoplasme. 


ART. 3. — TAXUS BACCATA. 


Le pollen au mois de novembre est formé de grains qui sont 
déjà isolés dans les sacs polliniques. Il existe à ce moment 
une membrane. mince, un assez gros noyau et de nombreuses 
granulations dans le cytoplasme. Malgré plusieurs essais nous 
ne pouvons pas réussir de coloration vitale à cette époque. 

Au mois de janvier (le 17), nous observons à nouveau des 
grains de pollen d'If : les grains possèdent alors une coque, 
mais l’essai de coloration vitale effectué dans une solution de 
rouge neutre ne provoque pas la rupture de l’exine et il n’est 
pas possible d'obtenir une coloration. 

Le 14 février. — Un nouvel ‘essai de coloration vitale est 
tenté ; déjà sans aucun artifice, dans une préparation montée 
dans l’eau, on observe de grandes vacuoles claires dans le grain 
de pollen. Après l’action de l’eau iodo-iodurée, on distingue 
très bien le noyau nucléolé, le cytoplasme qui renferme d’as- 
sez nombreux grains d'amidon et la vacuole qui est restée 
incolore et présente la forme d'une hémisphère déformée. 

On peut effectuer à cette époque une très bonne coloration 
au rouge neutre. Le suc vacuolaire est probablement acide, car, 
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il donne au colorant une teinte rose, un peu violette. IL v à 
cénéralement une très grande vacuole ou bien deux ou trois 
vacuoles de moyenne taille. Parmi les granulations du cyto- 
plasme, on reconnaît des plastes à amidon qui peuvent être 
assez gros et des microsomes. La coque du grain de pollen 
demeure intacte pendant le séjour dans l’eau (fig. 1, pl. IX) ; 
ceci tient sans doute à ce que la pression développée à l’inté- 
rieur du grain n'est pas suffisante pour provoquer la rupture. : 


Pollen du 25 février. — Le rouge neutre est pris très vite et 
très bien sans qu’il y ait d’éclatement de la coque du grain de 
pollen causé par le séjour dans l’eau. Il existe de grandes 
vacuoles comme dans les grains observés précédemment et 
qui sont plus éloignés de la maturation. Mais il y a aussi une 
tendance très nette dans beaucoup de cas à un morcelle- 
ment de vacuoles. Dans certains même, on trouve de nom- 
breuses petites vacuoles rondes isolées et des stades intermé- 
diaires existent qui font assister à la fragmentation de la grande 
vacuole primitive. Les vacuoles sont encore acides (teinte 
presque violette du rouge neutre) (fig. 2, pl. IX). 

Le bleu de crésvl essayé dans les mêmes conditions, pénètre 
tout aussi facilement : il donne une coloration presque verdâtre 
à Ja vacuole ce qui est aussi un témoignage d’acidité. 

On observe de l’amidon comme dans les stades antérieurs. 


Maturation du grain de pollen. — La maturation se produit 
très rapidement, par temps sec, à partir du stade précédent. 
Le pédicelle du bourgeon mâle s'accroît très vite, puis les sacs 
polliniques fermés jusque là, s'ouvrent et mettent le pollen 
en liberté. 

Deux phénomènes essentiels se produisent à l’époque de 
la maturation dans le grain de pollen. D'une part, le morcelle- 
ment de l'appareil vacuolaire qui passe en quelques jours de 
l'état « grande vacuole » à l’état de très petites sphérules indé- 
pendantes dans le cytoplasme ; d’autre part la disparition de 
l’amidon, très abondant avant la maturation et dont il ne 
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persiste plus trace dans le pollen mûr. Gette assimilation 
rapide de l’amidon au moment de la maturation est assez 
curieuse à constater, car ce n’est pas un phénomène habituel ; 
il semblerait plus naturel que la réserve d’amidon persistät 
dans le grain de pollen mûr de façon à être utilisée plus tard 
pendant la germination. 

Lorsqu'on place du pollen mûr dans une solution faible de 
rouge neutre dans l’eau, il se produit rapidement une péné- 
tration du colorant à travers la coque du grain et la couche 
interne mucilagineuse de l’exine se colore bientôt en jaune, 
puis le rouge pénètre dans le cytoplasme et vient se fixer sur 
de nombreuses petites vacuoles rondes qui prennent une teinte 
rosée. Souvent la teinte du vacuome est orangée, ce qui 
indique une réaction basique et l’on remarque que plus le 
pollen est mûr et sec plus la nature du vacuome a tendance 
à être alcaline. 

Au bout de quelques minutes, le gonflement très considé- 
rable de la membrane provoque généralement l'éclatement 
de la couche externe dure et inextensible (couche cutinisée de 
l’exine) et la cellule pollinique se trouve libre dans l’eau 
entourée par une épaisse paroi mucilagineuse (fig. 4, pl. IX). 

Si la coloration vitale est très bien réussie et si le pollen est 
bien mûr, on observe dans le cytoplasme une grande quantité 
de petites sphérules orangées (il est difficile de les compter, 
mais leur nombre paraît dépasser la centaine) et un gros 
noyau nucléolé au centre du grain. Dans les cas favorables, 
nous avons noté qu'il y avait des inclusions incolores dans les 
sphérules vacuolaires, ce qui justifierait une comparaison avec 
les grains d’aleurone. 

Cette évolution des vacuoles à la maturation est évidem- 
ment sous la dépendance de la perte d’eau qui se produit à 
cette époque. Gette déshydratation explique le morcellement 
dela vacuole, la concentration du sue des petites sphérules 


et-le dépôt d’un corpuscule à l’intérieur de certaines d’entre 
elles. 
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Le grain de pollen avant maturation renfermait de gros 
grains d’amidon : très rapidement celui-ci disparaît. Dans le 
pollen du bourgeon ouvert, il n’y a plus traces d’amidon et 
accru, mais qui n’est pas ouvert, il en reste encore quelques 
traces (très petits grains se colorant en gris pâle). Dans le 
pollen du bourgeon ouvert, il n’y a plus traces d’amidon et 
le grain de pollen placé dans l’eau iodo-iodurée prend une 
teinte jaune uniforme. 

Les faits cytologiques importants de la maturation du grain 
de pollen chez l’If sont donc : l'accroissement du cytoplasme, 
le morcellement des vacuoles et le changement de réaction 
du suc vacuolaire qui devient alcalin, puis la disparition con- 
comitante de l’amidon qui est consommé. 


ART. 4. — CEPHALOTAXUS FORTUNE. 


Le pollen a été prélevé à diverses époques sur un arbre de 
l'Ecole de Botanique. 

Le 7 mars. — Nous faisons un examen dans l’eau des grains 
de pollen isolés par écrasement des sacs polliniques de façon 
à nous rendre compte de leur état d'évolution. Les grains 
sont au stade de tétrades ou bien disposés par deux ; enfin 
quelques-uns sont isolés. Il existe à ce moment beaucoup 
d'amidon et le noyau nettement visible est granuleux. Dans 
quelques cas une grande vacuole incolore est reconnaissable ; 
elle est en forme de croissant. On constate que les vacuoles 
ne se colorent pas par le rouge neutre. 

Le 4 avril. — Les grains de pollen s’isolent facilement dans 
l’eau après écrasement des sacs polliniques. On rencontre 
souvent à cette époque des grains de pollen isolés, unicellu- 
laires et encore quelques rares tétrades. L’amidon est très 
abondant, en grains très gros et assez nombreux, disposés 
dans le cytoplasme autour du noyau qui est bien visible, 
arrondi et granuleux. Les grains d’amidon sont simples ou 
composés et ils sont très nets grâce à leur réfringence spé- 
ciale. 
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mois d'avril. À cette époque, nous n'avons pas réussi de colo- 
rations vitales des vacuoles ; mais l’on obtient par contre la 
fixation du rouge neutre sur les chromosomes du noyau (Voir 
les indications à ce sujet dans le chapitre spécial concernant 
les colorations vitales). 

Vers le milieu d'avril, le grain de pollen dote dans le liquide 
nutritif du suc, montre la structure suivante : il existe un 
seul noyau souvent placé sur le côté et une vacuole très 
crosse se distingue facilement; enfin une réserve assez abon- 
dante de gros grains d’amidon se trouve dans le cytoplasme. 
Le vacuome à ce stade ne fixe pas le rouge neutre et nous 
n'avons pas pu obtenir de coloration vitale. 

Au mois de mai, se produit la maturation du pollen. Les 
étamines de Gingko qui étaient vertes précédemment com- 
mencent à jaunir. Le pollen se montre cloisonné et comprend 
à maturité quatre cellules, une grande qui est la cellule végé- 
tative et trois autres cellules aplaties dont la première est la 
cellule générative tandis que les deux dernières sont des cel- 
lules prothalliennes. 

À ce moment, on obtient une coloration vitale dans ces élé- 
ments. Dans la cellule végétative, il y a de nombreux sphé- 
rules vacuolaires se teignant en rose par le rouge neutre. 
Dans les petites cellules, on voit des granulations du vacuome 
colorées en rouge (1) (fig. 17, pl. IX). 

I n'existe pas de différence de réaction entre le suc vacuo- 
laire de toutes ces cellules. 


ART. 6. — ETUDE DU POLLEN DES GYMNOSPERMES 
APRÈS FIXATION (MÉTHODE DE REGAUD). 


Nous avons vu qu'il était possible de reconnaître et de dis- 
tinguer dans les grains de pollen examinés vivants, la plupart 
des éléments constitutifs du cytoplasme. Cependant, la pré- 


(1) La dernière cellule prothallienne est très aplatie et ne possède pas de con- 
tenu discernable. 
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sence des plastes dans le pollen est surtout révélée par la pré- 
sence de l’amidon dont ils sont porteurs, si bien que ce n’est 
pas une simple observation vitale dans ce cas qui permet de 
se rendre compte de l’existence des plastes ; d’autre part, c'est 
précisément dans des exemples de grains de pollen ou de 
germinations incolores que l’on a anciennement parlé d’une 
naissance de l’amidon directe, au sein du cytoplasme. Pour 
toutes ces raisons, il était nécessaire d'appliquer aux grains 
de pollen des Gymnospermes une méthode de fixation et de 
coloration qui mît en évidence les plastes et qui permît d’af- 
firmer leur existence en toute certitude. 

La méthode de Regaud a pu être employée à cet effet, bien 
qu'elle ne réussisse pas toujours : on sait que les grains de 
pollen, au voisinage de la maturation ne se prêtent pas aisé- 
ment à la fixation à cause de la présence d’une membrane 
fortement cutinisée, de sorte que les résultats obtenus sont 
assez médiocres. 

Pendant le stade de cellules mères et avant les divisions 
réductrices, il est au contraire plus facile de réussir de 
bonnes préparations. C’est à cette période qu'ont été colorées 
des cellules mères du pollen chez le Gingko biloba (pl. IV, 
fig. 16). On voit qu'à ce moment le vacuome non coloré se 
trouve à l’état de petites vacuoles claires et on remarque dans 
le cytoplasme des granulations parmi lesquelles on ne peut 
faire aucune distinction. Par suite de leur grosseur assez uni- 
forme, il semble qu'il s'agisse uniquement de corpuscules 
appartenant au plastidome. 

Dans la période qui suit de près les divisions réductrices, 
au moment où les grains de pollen se trouvent réunis par 
groupes de quatre, en tétrades, nous avons eu de bons résul- 
tats dans nos préparations chez le Cephalotaxus Fortunei. 

Le vacuome non coloré, constitue à ce moment un système 
de canalicules plus ou moins anastomosés en un réseau. On 
observe à ce moment une très bonne distinction entre des 
plastes globuleux et relativement gros et des éléments de taille 
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beaucoup plus faible, répartis en abondance à |” intérieur du 
cytoplasme. Ces derniers semblent cor respondre aux éléments 
du sphérome que l’on voit sur le vivant (19: ATiet LS RP PEINE 

Enfin chez Taxus baccata, des portions de sacs polliniques 
ont été fixées au début du mois de février. Les préparations 
ont été moins satisfaisantes que pour les exemples précédents, 
en raison de la cutinisation avancée des enveloppes du pollen 
à cette époque. Elles mettent cependant en évidence d'une 
façon très nette des plastes, répartis autour du noyau et dans 
les travées cytoplasmiques et ceux-ci correspondent évidem- 
ment par leur taille et leur situation aux corpuscules amylacés 


x 


du pollen vivant. Les vacuoles assez grandes à ce stade se 
détachent en clair et l’on ne remarque pas de corpuscules 


colorés à leur intérieur (Fig. 18, PI. IV). 


CONCLUSIONS. 


Nous rappelons qu'une étude vitale systématique du pollen 
des Gymnospermes n'a jamais été faite : après comparaison 
des résultats qu’elle donne, avec ceux que fournit la fixation, 
elle conduit à un certain nombre de constatations intéres- 
santes. Il y a beaucoup de profit à tirer de recherches de ce 
genre, car il s’agit de cellules ayant une haute importance, 
et qui portent en elles toute l’hérédité mâle. 

Dans deux notes récentes sur les Jris, M. P.-A. Dangeard à 
déjà montré que le pollen de ces plantes, ainsi que le sac 
embryonnaire, renferment les éléments habituels aux cellules 
végétatives, c’est-à-dire des plastes et des microsomes. À ce 
sujet il s'exprime ainsi : « La distinction du plastidome et 
du sphérome est donc aussi nette dans le sac embryonnaire 
que dans le grain de pollen, et cette constatation à un grand 
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intérêt au point de vue des phénomènes ultérieurs de la fécon- 
dation ». 

Nous sommes en mesure de confirmer cette conclusion en 
ce qui concerne le pollen des Gymnospermes : les cellules pol- 
liniques sont des cellules complètes renfermant toujours les 
trois catégories d'éléments distingués par M. P.-A. Dangeard 
chez l’Iris. 

Ce sont des vacuoles colorables vitalement, des plastes géné- 
ralement amylifères et des microsomes. 

Bien que les vacuoles correspondent à une partie de la cel- 
lule moins vivante que le reste, elles ont dans ce cas des grains 
de pollen un intérêt indéniable, par suite de la pénurie d’eau 
et du ralentissement de la vie qui sont l’apanage des éléments 
du pollen mûr. 

_Malgré leur état desséché, les grains de pollen contiennent 
toujours un vacuome à disposition condensée qui fixe les 
colorants vitaux d’une manière élective. 

Cet appareil consiste ordinairement en un ensemble de 
sphérules indépendantes au milieu du cytoplasme. C’est le cas 
notamment des cellules végétatives (Taxæus, Cupressus, Cepha- 
lotaxus, Biota, Gingko). Il peut aussi se trouver sous le même 
état dans les cellules génératives, mais le plus souvent, en 
raison du caractère moins fluide de la substance vacuolaire, 
il se dispose en un réseau très délié dont la forme varie sous 
l'influence des mouvements cytoplasmiques qui nous sont 
ainsi révélés. 

Il existe une différence notable entre le vacuome des cel- 
lules végétatives et celui des cellules génératives. Dans le 
premier cas, le suc est neutre ou même légèrement acide ; 
dans le deuxième cas le suc est alcalin et sa consistance demi- 
fluide, ce qui entraîne la formation de réseaux. 

Ce fait doit être rapproché, toute proportion gardée, des 
observations de M. Guignard chez le Lis martagon où ce savant 
insiste sur la différence des caractères histochimiques des 
noyaux et des protoplasmes suivant qu'il s’agit de la cellule 


— 192 — 


végétative ou de la cellule génératrice. Au HiONER qup mé- 
lange approprié de vert de méthyle et de fuschine, il colore 
en effet en rose vif le protoplasme de la cellule génératrice et 
le distingue ainsi de celui de la cellule végétative. D'après ce 
que nous avons constaté, il se produit une spécialisation com- 
parable, en ce qui concerne l’appareil vacuolaire, car les sphé- 
rules du vacuome que l’on observe dans le cytoplasme avant 
bipartition des cellules polliniques, sont toutes semblabies 
d'apparence et leur réaction vis-à-vis du rouge neutre est la 
même (fig. chez Cephalotaxus Fortunei) ; même au 
moment où s'effectue la division et alors que la cloison n’est 
pas encore établie, on ne peut pas encore remarquer de diffé- 
rence. 

Au contraire dès que la membrane cellulosique s’est formée 
et qu'elle sépare, les cellules végétatives et génératives, le 
vacuome, dès lors divisé en deux parties complètement isolées, 
commence à manifester des différences profondes : dans la 
cellule végétative, les vacuoles restent arrondies ; leur suc qui 
paraît assez fluide demeure neutre ou légèrement acide; dans 
la cellule générative au contraire, le suc vacuolaire s’épaissit 
et comme les mouvements cytoplasmiques sont intenses, on 
peut observer fréquemment des dispositions variées et chan- 
geantes de filaments et de réseaux. On peut voir ceux-ci se 
modeler d'une manière excessivement complexe sous l'effet 
de pressions internes dont elles sont à nos yeux la seule mani- 
festation. 

Il y a là un spectacle que seule peut nous donner l'étude 
vitale : il est plus riche d'enseignement que celui qu'on 
acquiert après l’examen d’un grand nombre de préparations 
fixées. 

Les grains de pollen renferment certainement un vacuome 
à tous les états de leur développement. Lorsque le grain est 
jeune et au moment de la formation des tétrades, il n’a pas 
été possible, cependant, d'obtenir des colorations vitales 
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d'une manière générale. Chez le Gingko, la coloration a 
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réussi, mais nous avons obtenu une fixation du rouge neutre 
par les chromosomes du noyau et non par les vacuoles. Ces 
faits sont encore trop isolés pour que l’on puisse en tirer des 
conclusions. Retenons qu'à certaines périodes de leur déve- 
loppement les grains de pollen ont un vacuome dépourvu 
d’affinité pour les colorants vitaux. 

Les grains de pollen à ballonnets remplis d’air, des Abié- 
tinées (Pinus, Abies, Picea, Cedrus), ne se sont pas montrés 
colorables vitalement par le rouge neutre, de sorte que notre 
étude ne porte que sur le pollen des Taxinées, Cupressinées et 
Gingkoales. 


Dangeard ; 13 
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QUATRIÈME PARTIE 


Questions relatives aux colorants vitaux 


Dans les chapitres précédents, il a été souvent question du 
virage de teinte qui se produit lorsqu'un colorant vital tel que 
le bleu de crésyl ou le rouge neutre pénètre dans une vacuole. 

Nous avons encore appelé ce virage une métachromasie et 
nous avons cherché quelles pouvaient en être les causes. Par 
une étude spéciale des éléments dans lesquels se produisait ce 
phénomène, nous sommes arrivés à l’expliquer ainsi 

Les vacuoles qui prennent en coloration vitale une teinte 
métachromatique sont des vacuoles à contenu alcalin. Dès 
que Ia substance vacuolaire devient neutre ou acide (cas de 
l'apparition de tannins à son intérieur par exemple), il ne se 
fait plus de métachromasie. 

Il n’est pas douteux qu'il soit intéressant de connaître si 
une vacuole possède une réaction alcaline ou acide et le phy- 
siologiste ne peut pas se passer de cette donnée, car les vacuoles 
jouent un rôle important dans le fonctionnement de la vie. 

On sait, en effet, que la cellule végétale avec ses vacuoles, 
se comporte comme un véritable asmomètre et que, par elles 
se trouve réalisée la pénétration ou endosmose des sels solu- 
bles du milieu extérieur à l’intérieur des tissus. 

On peut dire que grâce à ce mécanisme une partie de la 
nutrition de la plante se trouve assurée (nutrition minérale). 

En réalité, les phénomènes sont moins simples et l’osmose 
n’est qu'une première approximation de la vérité en matière 
de physiologie cellulaire. La vacuole fonctionne comme un 
osmomètre, il est vrai, mais comme un osmomètre à mem- 
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brane particulière semi-perméable qui ne laisse pénétrer que 
certains sels parmi tous ceux qui existent dans le milieu exté- 
rieur. En outre, si la concentration du milieu dans lequel 
sont plongées les cellules augmente, il se produit bientôt un 
nouvel équilibre des tensions osmotiques par suite de la pro- 
priété que possède la vacuole d'augmenter rapidement sa 
teneur en ions et de réaliser ainsi une nouvelle pression osmo- 
tique du suc cellulaire. 

Pour de Vries, cette propriété très importante des vacuoles 
était due aux qualités spéciales de la membrane vacuolaire 
qu'il supposait vivante et désignait du nom de tonoplaste. 
D'après nos recherches, cette membrane n’a pas d’existence 
réelle et les propriétés spéciales des vacuoles pourraient être 
dues à la présence d’une substance fondamentale protéique 
reconnue dans toutes les vacuoles, par M. P.-A. Dangeard, la 
métachromatine, mais ce n’est là, bien entendu, qu'une 
hypothèse. ' 

En raison de l'importance des données qui se rapportent 
aux substances vacuolaires, le moment est venu d'exposer 
dans un chapitre spécial les résultats de nos recherches sur 
l’alcalinité et l'acidité des vacuoles, appréciées au moyen de 
la métachromasie des solutions colorantes. 

Après quelques indications générales nécessaires sur le phé- 
nomène, et quelques mots d'historique, nous ferons l’exposé 
de nos recherches personnelles. 


CHAPITRE PREMIER 


Phénomènes de Métachromasie 


Dans la technique des colorations utilisées en histologie, 
il est assez fréquent de constater un changement de teinte du 
colorant lorsqu'il est fixé par certains éléments cellulaires. 
C'est là le phénomène de la métachromasie. On dit alors que 
la coloration prise est métachromatique ou que la coloration 
de certains corps de la cellule se fait avec métachromasie. 

Chez les végétaux, cette action se constate principalement au 
contact de granulations, fréquentes dans les cellules des 
Champignons ou des Algues, et que l’on nomme pour cette 
raison « corpuscules métachromatiques ». 

Chez les animaux, on peut citer des corpuscules ayant les 
mêmes propriétés dans certains leucocytes (Mastzellen). 

Bien que le mot de métachromasie ait été employé surtout 
pour un phénomène de virage de teinte produit dans des pré- 
parations fixées et colorées, on l’a appliqué également au 
même changement produit en coloration vitale dans des prépa- 
rations d'objets vivants. Ainsi M. Guilliermond dans ses re- 
cherches sur les Levures signale la coloration métachroma- 
tique à l’état frais des corpuscules métachromatiques par le 
bleu de méthylène. M. Langeron signale aussi le virage sur 
le vivant avec le rouge neutre dans certaines vacuoles. 

Nous croyons qu'il est essentiel de faire la distinction entre 
la métachromasie en coloration vitale et la métachromasie 
après fixation. Ce sont là deux ordres de faits absolument 
séparés et qui n’ont entre eux qu'un rapport assez vague, 
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car des éléments qui se colorent métachromatiquement dans 
la cellule vivante ne se colorent plus ainsi lorsqu'ils sont fixés 
et inversement. Ainsi, dans une cellule d’albumen de Ricin, 
la substance fondamentale du grain d’aleurone se colore vita- 
lement en violet par le bleu de crésyl, tandis que le cristalloïde 
prend une teinte bleu et que le globoïde demeure incolore. 
Après fixation, au contraire, le globoïde se tient en violet 
métachromatique avec le même colorant. 

La distinction est donc importante et nous insistons sur la 
nécessité de la faire, car, en général on parle de métachro- 
masie sans indiquer s’il s’agit de préparations fixées ou d’un 
examen vital. 

Nous laisserons de côté la question de la métachromasie 
après fixation ; ses causes sont très discutées et il ne semble 
pas qu'une théorie satisfaisante ait été donnée jusqu’à présent. 


Métachromasie dans les colorations vitales 


Elle à été très peu mentionnée chez les animaux par les 
auteurs qui ont employé le rouge neutre comme colorant 
vital. Ainsi M. Prowazek, ne la signale pas dans ses colorations 
vitales d’Infusoires. 

Elle est reconnue par M. Guilliermond dans les vacuoles des 
Levures en 1903 ; M. P.-A. Dangeard signale dans tous les 
Champignons qu'il colore vitalement ; les vacuoles colorées 
par le bleu de crésyl prennent une teinte rouge violacée ou 
bien il se précipite à leur intérieur des corpuscules de couleur 
rouge, métachromatique. Il reconnaît le premier une colora- 
tion vitale métachromatique chez les Phanérogames (jeunes 
bourgeons d’Asparagus, etc.). 

M. Guilliermond refait les observation vitales de M..P.-A. 
Dangeard chez les Phanérogames, mais il n’observe pas au 
début la, métachromasie et il met en doute l'opinion de ce 
dernier. Pour lui, la coloration vitale chez les Phanérogames 
est due aux composés phénoliques contenus dans les vacuoles 
til n°y a pas de rapport à établir avec ce qui se produit chez 
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les Champignons ; en effet, la coloration vitale produite n’est 
pas métachromatique comme chez ces derniers. 

Nous montrons en 1920, que la réalité d’une coloration 
vitale métachromatique des vacuoles chez les Phanérogames ne 
saurait être discutée. Nous l’observons dans les cellules em- 
bryonnaires des jeunes bourgeons de Conifères et nous préci- 
sons dans quelles cellules elle se produit : elle a lieu dans les 
cellules jeunes de méristème et nous pensons pouvoir en 
donner la raison : la coloration métachromatique des vacuoles 
serait due au contenu neutre ou légèrement alcalin de celles-ci ; 
au contraire, dans les vacuoles adultes, le contenu vacuolaire 
étant devenu acide il se fait une coloration vitale sans méta- 
chromasie. 

Nous retrouvons le même phénomène dû à la même cause, 
dans le cas de l’évolution de l’aleurone du Pin maritime 
les vacuoles qui dérivent des grains d’aleurone ont d’abord 
un contenu alcalin et se colorent métachromatiquement, ce 
n'est qu'avec l'apparition des composés phénoliques dans les 
vacuoles que le contenu vacuolaire devenant acide, la méta- 
chromasie cesse. 

De même chez le Ricin, la substance fondamentale des 
grains d’aleurone est métachromatique en coloration vitale ; 
celle de l’assise protéique des Graminées est dans le même cas. 
Les jeunes vacuoles des cellules les moins différenciées du 
Rosier sont également métachromatiques. 

Nous avons donc signalé un grand nombre de circonstances 
où les vacuoles des Phanérogames sont métachromatiques. 
C'est généralement dans les cellules embryonnaires que l’on 
trouve des vacuoles ayant ces propriétés, tandis que les va- 
cuoles adultes ont en général un suc acide qui ne produit pas 
de virage des colorants vitaux. 

Ce sont les expériences suivantes qui ont conduit à indiquer 
la cause de la métachromasie en coloration vitale. 
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Expériences sur des solutions « in vitro » 


Lorsqu'on emploie le rouge neutre comme colorant vital 
et qu’on le voit teindre la vacuole dans laquelle il pénètre en 
jaune orangé ou en brun rouge, on peut en déduire que cette 
vacuole à un contenu alcalin. 

En effet, le rouge neutre est un indicateur coloré d’une 
extrême sensibilité. Ses solutions dans l’eau distillée sont 
roses ; or, l’eau distillée du commerce est neutre au tourne- 
sol. Si on ajoute quelques gouttes d'acide, la solution conserve 
sa teinte rose qui devient toutefois légèrement violacée. 

Dans l’eau ordinaire (eau de la Ville de Paris) qui est légère- 
ment alcaline, le rouge neutre donne une solution orangée 
avec faible concentration, rouge brun avec forte concentra- 
tion. 

Si l’on opère avec de l’eau distillée dans laquelle on dissout 
des quantités croissantes de potasse, on constate que pour 
obtenir une teinte comparable à celle que donne l’eau de 
ville, il faut se servir d’une solution au millième. Pour appré- 
cier les teintes, on fait dissoudre une petite quantité de rouge 
neutre en poudre dans les solutions diverses expérimentées. 
Inversement pour qu’une solution de rouge neutre dans l’eau 
de ville reprenne la teinte rose de la solution dans l’eau dis- 
tillée, il faut ajouter à la solution dans l’eau de ville au moins 
deux décigrammes d'acide chlorhydrique pur par litre en vue 
de la neutraliser. 

Ces expériences metteni en évidence l'extrême sensibilité 
du rouge neutre comme indicateur coloré ; nous allons nous 
en rendre compte d’une façon plus précise en comparant les 
résultats donnés par les indicateurs usuels. 


Hélianthine. — Donne une solution orangée soit avec de 
l’eau distillée, soit avec l’eau de la Ville. On ne peut remarquer 
aucune différence de teinte tandis que le rouge neutre accuse 
très nettement un changement de couleur. Si on ajoute une 
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goutte d'acide à la solution dans l’eau distillée, il se produit 
une teinte rose vif. 


Phénophtaléine. — Poudre blanche, insoluble dans l’eau 
ordinaire et dans l’eau distillée. Dans une solution de potasse 
au millième donne une teinte rose qui se décolore complète- 
ment par l’adjonction d’une goutte d'acide. Même résultat avec 
une solution de carbonate de soude au millième. 


Tournesol. — Le tournesol prend une teinte bleue aussi 
bien dans l’eau distillée que dans l’eau ordinaire. L'eau distil- 
lée se montre neutre au tournesol ; l’eau de ville se montre au 
contraire légèrement alcaline comme on le constate en y pla- 
çant un papier rouge qui bleuit. 


Rouge Congo. — Donne une solution orangée soit avec l’eau 
distillée, soit avec l’eau de ville. On peut cependant remarquer 
une très légère différence de teinte entre les deux solutions ; 
celle qui est faite avec l’eau ordinaire étant un peu violette, 


x 


mais la différence est tout à fait légère (une goutte d'acide 
produit un virage immédiat au bleu). 

Ces comparaisons nous montrent que la sensibilité du rouge 
neutre est telle qu’il peut indiquer des indices d’alcalinité très 
faibles, tout juste sensibles au tournesol. 

Comme sa teinte varie vers l’alcalinité du rose vers l’orangé 
et le jaune paille avec passage par toute une série de teintes 
intermédiaires, il est précieux pour déceler de très faibles 
changements dans le cas de solutions ayant une minime teneur 
en acide ou en alcali ; c’est le cas précisément des vacuoles 
végétales. 

Au contraire, si la teneur des solutions de rouge neutre 
devient riche en alcali, la teinte de la solution passe au jaune 
paille, puis devient complètement incolore. 

Les expériences faites « in vitro » permettent d'interpréter 
ainsi les résultats des colorations vitales. Il résulte de nos 
essais au moyen du rouge neutre dans les vacuoles végétales 
que la teneur de celles-ci en alcali n’atteint jamais la concen- 
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tration pour laquelle le colorant deviendrait jaune paille on 
se décolorerait. Les vacuoles reconnues comme étant les plus 
basiques correspondent d’après leur teinte à un degré d’aleu- 
linité égalant ou dépassant légèrement celle de l'eau de ville 
(ce qui correspond, nous l’avons vu, à une solution de potasse 
au milième). : 

Lorsqu'au contraire les vacuoles colorées vitalement au 
rouge neutre apparaissent roses, on peut être certain que leur 
suc est soit neutre (neutralité de l’eau distillée) soit acide. 
L'on peut même, lorsque la teinte est rosée, un peu violacée, 
pronostiquer l'acidité d’une façon certaine avec un peu d'ha- 
bitude. On voit donc quels services peut rendre le rouge neutre 
pour la connaissance de la réaction du suc vacuolaire. 

Avec ce colorant, nous avons pu établir qu'il y avait des 
cas nombreux où le vacuome était alcalin, ce qui était mal 
connu jusqu’à présent ; le degré d’alcalinité peut même être 
précisé assez exactement. 

Il existe en dehors du rouge neutre plusieurs colorants 
vitaux qui présentent des phénomènes de virage de teinte. 
Nous avons comparé leur métachromasie à celle du rouge 
neutre, ce qui nous à permis d'établir que la même explica- 
tion pouvait être appliquée à certains d’entre eux. La méta- 
chromasie est due dans divers cas à des différences de réaction. 


Bleu de crésyl. — Ce colorant donne une solution bleue dans 
l’eau distillée et dans l’eau ordinaire, il en est de même dans 
une solution acide. Une solution de potasse au centième dans 
l’eau distillée donne au bleu de crésyl une teinte violacée 
qui redevient bleue par adjonction d’un acide. Le même 
virage se produit avec une solution de potasse au millième. 
Une solution au dix millième par contre ne donne plus aucun 
virage de teinte appréciable. Une solution de. carbonate de 
soude au centième ne donne pas le virage non plus. 


Bleu de Nil. — Donne une solution bleue dans l’eau distillée 
et dans l’eau de ville. Prend une teinte violette ou rosée en 
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présence des bases. Une solution de potasse au dix millième 
dans laquelle on verse quelques gouttes d’une solution de bleu 
de Nil, dans l’eau distillée, prend une teinte violette ou rose. 
Ce virage s’observe avec une solution de potasse au vingt 
millième. Il ne s’en produit pas avec du carbonate de soude 
au centième. 

Bleu de toluidine. — Les solutions de ce colorant dans l’eau 
distillée sont d’un beau bleu, comparable à la teinte que donne 
le bleu de crésyl; il en est de même si la poudre colorante est 
dissoute dans l’eau ordinaire et l’on ne peut pas reconnaître 
une différence de teinte entre les deux solutions. 

Si au contraire, le bleu de toluidine est placé dans une solu- 
tion de potasse au millième, il donne une teinte violette qui 
correspond tout à fait à celle que l’on observe dans les cellules 
colorées métachromatiquement. Il ne donne plus aucun virage 
et se colore en bleu dans une solution au dix millième ; à 
cette dose, l’alcalinité est donc trop faible pour produire un 
effet appréciable. 

Nous avons vu plus haut que le degré d’alcalinité de l’eau 
ordinaire (eau de Paris), correspondait à peu près à une solu- 
tion de potasse au millième ; cependant l’eau ordinaire ne pro- 
duit pas de métachromasie tandis que la solution de potasse 
la montre très nettement. Il faut en déduire que le degré 
d’alcalinité n'intervient pas seul, mais aussi la nature de 
l’alcali. 

Comme pour le bleu de crésyl, le virage est réversible et la 
solution violette dans la potasse diluée redevient bleue par 
adjonction d’un acide. 


Bleu de méthylène. — Le bleu de méthylène se conduit d’une 
façon différente des précédents colorants, car il ne vire pas par 
l’adjonction d’une faible quantité de base. 

Vert Janus. — Les solutions de ce colorant ne changent pas 
de teinte ni avec la potasse ni avec les acides (acide acétique, 
sulfurique, critique gallotannique). On obtient seulement une 
teinte violet pâle avec l’acide azotique. 
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Conclusions 


+ 


De l’ensemble des faits observés, soit en coloration vitale, 
soit «in vitro», il résulte que les teintures vitales peuvent 
servir à déterminer la nature acide ou alcaline des vacuoles. 
Le rouge neutre en particulier permet d'atteindre une grande 
précision. Les phénomènes de métachromasie en coloration 
vitale correspondent certainement dans la plupart des cas 
à des virages de teinte produits dans le suc cellulaire lorsqu'il 
est légèrement alcalin. Ceci est vrai non seulement pour le 
rouge neutre, mais aussi pour d’autres colorants, tels que Île 
bleu de crésyl, le bleu de Nil, le bleu de toluidine. 

Le bleu de méthylène se distingue des précédents en ce 
qu'il ne vire pas dans les solutions alcalines «in vitro ». 

Nous avons cependant observé le virage à l’intérieur des 
vacuoles alcalines (coloration vitale chez Taxus baccata). On 
ne peut donc faire autrement que d'attribuer la métachromasie 
du bleu de méthylène en coloration vitale à une propriété 
particulière encore inconnue des vacuoles alcalines. 

Le vert Janus ne présente pas non plus de métachromasie 
in vitro (sauf très léger virage avec l’acide azotique) ; or, 
ce colorant vital présente parfois une teinte rosée dans les 
vacuoles où il pénètre. M. P. À. Dangeard a signalé ce fait 
dans les jeunes pétales de Geranium où il observe que le sys- 
tème vacuolaire se colore au moyen du vert Janus et prend 
« une teinte rose qui passe plus ou moins au vert ». 

Nous avons eu l’occasion d'observer des faits analogues qui 
seront décrits.au chapitre suivant. 

Les colorations métachromatiques du vert Janus n'ayant pas 
pu être reproduites «in vitro» dans des conditions satisfai- 
santes, il en résulte que nous n'avons aucun moyen pour l’ins- 
tant de savoir quelle est la cause de cette métachromasie. 

Comme conclusion, nous retiendrons que certains colorants 
vitaux, tels que le bleu de méthylène et le vert Janus, peuvent 
présenter une métachromasie d’un caractère particulier dont 
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l'explication ne peut être trouvée dans les propriétés acides ou 
alcalines des vacuoles. 

Pour les véritables colorants vacuolaires (rouge neutre, bleu 
de crésyl, bleu de Nil, bleu de toluidine) la nature de la réac- 
tion du suc cellulaire entre en jeu au contraire d’une façon 
fort nette et la disparition de la métachromasie qui se produit 
à un moment donné de l’évolution cellulaire, permet de noter 
le moment de l’apparition au sein de la vacuole d’une subs- 
tance qui détruit l’alcalinité (cas de l’apparition des composés 
- phénoliques). 

Un des faits les plus marquants de notre étude des vacuoles 
est lié à cette question de la métachromasie. On sait, en effet, 
que le cytoplasme vivant possède une réaction alcaline tandis 
que les vacuoles ont généralement un suc acide. Or, nous 
avons montré sur de nombreux exemples que certaines vacuoles 
avaient une réaction alcaline ; en particulier les cellules de 
méristémes ont toujours un vacuome qui à ces propriétés 
et cela est vrai non seulement pour les cellules embryonnaires 
des Gymnospermes, mais encore pour celles que l’on observe 
chez les Phanérogames (Rosier, Iris). 

Ainsi la présence d’un vacuome alcalin est peut-être un 
caractère constant des cellules jeunes. Lorsque la cellule vieillit 
au contraire, ses vacuoles deviennent toujours, soit neutres, 
soit acides. 


CHAPITRE II 


Essais de divers colorants 


Dans les chapitres précédents, nous n'avons parlé que de 
colorations vitales de l'appareil vacuolaire, car dans tous les 
cas étudiés nous avons vu que les colorants vitaux principaux, 
(rouge neutre, bleu de crésyl, bleu de méthylène), sont fixés 
uniquement par des éléments du vacuome. Nous pouvons nous 
demander si cette propriété de fixer les colorants vitaux est 
spéciale au vacuome et ce qu'elle devient lorsqu'on emploie 
d’autres teintures vitales (bleu de Nil, vert Janus, violet de 
méthyle, etc...). 

Nous allons exposer rapidement ce qui a été fait en oologie 
dans cete voie, puis faire l’historique des colorations vitales 
chez les végétaux. Nous exposerons ensuite nos recherches 
personnelles sur l’emploi des divers colorants. 


À. — Colorations vitales chez les animaux 


Les colorations vitales ont été largement employées par les 
zoologistes pour mettre en évidence certaines particularités 
dans la cellule vivante. De nombreux colorants ont été utilisés 
et l’on a expérimenté avec eux sur les tissus les plus variés. 
Cependant il existe très peu de véritables travaux d'ensemble, 
où soit discuté le mode d'action des divers colorants sur les 
cellules. Chaque auteur, en général, s’est servi d’un colorant 
ou deux tout au plus, qui donnaient de bons résultats dans un 
cas particulier et qui auraient peut-être agi différemment sur 
d’autres objets (1). 


(1) Ce n’est pas le cas cependant pour un travail de Fischel (1901) sur les colo- 
rations vitales chez les Batraciens, car l’auteur a fait l'essai d’une cen!laine de 
colorants vitaux. Son mémoire est certainement un des plus importants parmi 
ceux qui traitent des colorations vitales. 
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Le petit nombre de travaux importants s'explique en partie 
par la difficulté du sujet : Il est très pénible en effet, de faire 
l'observation des cellules vivantes ou des cellules colorées vita- 
lement parce que l'examen ne peut être que de courte durée 
et parce qu'il est nécessaire de se mettre à l’abri des causes 
d’altération qui peuvent venir fausser les résultats. 

On peut citer parmi les plus marquants des mémoires consa- 
crés aux recherches vitales chez les animaux ; les travaux de 
MM. Arnold (1900), Michaelis, Laguesse (1912), Fauré Frémiet 
(1908) Laguesse et Debeyre (1912). Parmi les plus récents ceux 
de Cowdry, Levi et des Lewiss (1915) tiennent une place 
importante. 

On trouve dans un article très documenté de M. de Beau- 
champ, paru dans l’Année biologique en 1908, une mise au 
point très claire de la question des colorations vitales et un 
exposé des résultats obtenus par les auteurs. On y apprend que 
ces derniers ont réussi à colorer vitalement les éléments cellu- 
laires les plus différents, noyau, substances de réserve, goutte- 
lettes graisseuses, produits de dégénérescence, vacuoles, mito- 
chondries et même le cytoplasme. 

On n’a donc jamais reconnu dans la lue animale que les 
éléments qui se coloraient vitalement, appartenaient à une 
même formation cellulaire. Une simple remarque peut être 
faite, c’est que les auteurs sont d'accord en général pour 
reconnaître, que ce sont les éléments les moins vivants si l’on 
peut dire de la cellule, qui se colorent : telles sont les inclu- 
sions de diverse nature, les vacuoles, les produits de dégéné- 
rescence ; mais d'autre part on a signalé la coloration vitale 
d'éléments qui passent pour être éminemment vivants tels que 
le noyau, les mitochondries et même les chromosomes. 

Plusieurs travaux chez les animaux signalent la coloration 
vitale des mitochondries par des colorants tels que le violet 
dahlia, le violet de méthyle, le vert Janus. Il s’agit de savoir 
si les éléments qui ont été colorés ainsi sont toujours compara- 
bles, c’est pourquoi une discussion des résultats est nécessaire. 
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M. Michaelis, en 1900, fait des expériences de coloration 
vitale qui font suite à celles d'Erlich et de Galeotti. Il colore 
vitalement des granules nombreux dans les cellules du foie de 
la souris, au moyen de rouge neutre et de bleu de méthylène. 
Dans les glandes salivaires de mammifères, il colore souvent de 
cette façon des granules et des filaments. Dans le pancréas de 
la grenouille, il met en évidence aussi de beaux et gros fila- 
ments : à ce sujet, il parle de « schüner Bild », mais il ne cache 
pas que la méthode est difficile à manier et qu'elle donne des 
‘ résultats inconstants. Il a employé aussi le vert Janus qui 
colore plutôt les filaments tandis que le rouge neutre colore 
les grains de sécrétion. 

MM. Laguesse et Debeyre (1912) et Laguesse (1912) em- 
ploient comme l'avait fait précédemment M. Michaelis, le 
vert Janus au 1/30.000 dans l’eau salée à 9 p. mille. Ils l’expé- 
rimentent sur divers tissus vivants. Ils colorent ainsi dans la 
cellule vivante de petits éléments ronds ou filamenteux, qui 
sont d’après eux exactement superposables à ceux que l’on 
colore après fixation par les méthodes de Benda et de Meves. 
Ils en tirent la conclusion que la coloration vitale au vert Janus 
est spécifique du chondriome et ils y voient une indication au 
sujet du rôle d’éclectosomes, au sens de Regaud qu’on attribue 
aux mitochondries. 

MM. Lewis plus récemment ont fait des colorations très 
intéressantes sur des tissus d’embryons de poulet. Ils colorent 
au moyen de vert Janus des éléments mitochondriaux très 
allongés en forme de chondriocontes. Ils constatent des varia- 
tions de forme très nombreuses et rapides de ces corps à tel 
point qu'un dessin n’en était pas possible, des changements 
importants se produisant dans l’espace d’une minute: Les 
chondriocontes peuvent aussi se réunir ensemble en un réseau. 

À côté des mitochondries, MM. Lewiss distinguent dans le 
cytoplasme des granules, des vacuoles, des globules de graisse, 
un appareil canaliculaire. 


Les globules de graisse ne se colorent pas vitalement : au 
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contraire les petites vacuoles fixent électivement le bleu de Nil 
et le bleu de crésyl. Elle contiennent de petits granules animés 
de mouvements browniens qui peuvent apparaître au bout 
de quelques minutes dans une vacuole primitivement homo- 
gène. 

Il n’y a aucune relation d’après l’auteur entre les mito- 
chondries et les vacuoles, bien que certains aspects puissent 
faire penser à une élaboration de vacuoles par une mitochon- 
drie, lorsque les deux éléments viennent au contact par suite 
de leurs déplacements au sein du cytoplasme. 

Les recherches de M. Levi (1915) ont été poursuivies sur les 
mêmes objets et confirment les résultats des Lewiss. 

On voit que les travaux les plus récents sur les colorations 
vitales chez les animaux indiquent une différence d'action 
suivant le colorant employé. Il paraît certain que l’on a coloré 
comme chez les végétaux de vraies vacuoles (Lewiss) au moyen 
de bleu de Nil et de bleu de crésyi, dans d’autres cas on a coloré 
par le vert Janus des granules et des filaments qui sont plutôt 
assimilables aux microsomes et aux plastes de la cellule végé- 
tale (Laguesse). 

Un moyen d'apporter de la clarté dans ces difficiles pro- 
blèmes consiste à étudier l’effet de ces colorants dans la cel- 
lule végétale où la distinction des systèmes d’éléments est 
plus facile. 

Bien peu de travaux ont été faits dans cette intention. 
Nous allons cependant passer en revue les recherches sur les 
colorations vitales chez les végétaux. 


B. — Colopations vitales chez les végétaux 


Pfeffer a publié, en 1886, un important mémoire sur l’in- 
troduction des couleurs d’aniline dans les cellules vivantes. Il 
éclare lui-même qu’il est le premier auteur ayant réussi à 
obtenir la pénétration de substances colorantes à l’intérieur 
des tissus végétaux vivants. Il a employé un grand nombre de 
produits colorés dans les essais qu'il a entrepris, mais il a 
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donné la préférence au bleu de méthylène. Il n ’a utilisé ni le 
rouge neutre ni le bleu de crésyl. Bien qu'il ait effectué un 
grand nombre de colorations vitales des vacuoles et qu'il ait 
expérimenté sur des plantes très variées, 'il n’a mis en évidence 
aucune particularité morphologique remarquable des vacuo- 
les. En particulier, il n’a pas décelé les formes vacuolaires 
spéciales des cellules de méristémes. 

Il a vu que certains colorants ne pénétraient pas dans la 
väcuole, mais s’accumulaient dans le cytoplasme, tel est le 
cas du violet de méthylène et, dans cette circonstance, le colo- 
rant est fixé par de petites granulations cellulaires. 

Il a remarqué que tantôt les vacuoles’ se coloraient d’une 
façon homogène, tantôt leur contenu se précipitait sous forme 
de granulations colorées. La présence de composés tanniques 
serait la cause, d’après lui, de la fixation du bleu de méthylène, 
et de sa précipitation au sein des vacuoles dans la plupart des 
cas. Enfin, il a montré que la possibilité de fixer un colorant 
est lié à la vitalité de la cellule. Dès que celle-ci meurt, le colo- 
rant abandonne la vacuole et c’est au tour du noyau de se 
colorer. 

Des essais qu'il a entrepris lui ont montré que la cellule 
peut extraire un colorant d’une solution extrêmement faible, 
au cent millième ou au millionème, et l’accumuler à l’inté- 
rieur de la vacuole (pouvoir d'aceumulation élective). 

Depuis les recherches de M. Pfeffer, le domaine des colora- 
tions vitales chez les végétaux est demeuré à peu près inexploré 
jusqu'aux travaux de M. P. À. Dangeard. On doit mentionner 
toutefois l'emploi fait par Lauterborn, du rouge neutre pour 
colorer les vacuoles des Levures; plus tard, M. Guilliermond 
signale les mêmes faits ; M. Nicolle colore les grains de méta- 
chromatine. chez des Pas. Enfin, MM. Beauverie et Guil- 
liérmond donnent quelques brèves descriptions de grains .d’a- 
leurone colorés vitalement (Graminées, Ricin). 

En 1916, sont publiées les recherches de M. P. A. Dangeard 
sur la coloration vitale des vacuoles. L'auteur emploie surtout 
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le bleu de crésyl, le bleu de méthylène et le vert Janus. En 
étudiant de jeunes organes des bourgeons, M. Dangeard mon- 
tre que les vacuoles dans les méristémes de nombreuse plan- 
tes, sont à l’état de granules, de filaments ou de réseaux, qui 
fixent les colorants vitaux avec intensité. Ces éléments ressem- 
blent parfois à s’y méprendre à un chondriome, mais M. Dan- 
geard assiste à leur transformation en vacuoles et il les rattache 
sans doute possible au système vacuolaire. 

Ainsi, M. P. A. Dangeard, par la méthode des colorations 
vitales, découvre des états encore ignorés de l’appareil vacuo- 
laire dans les plantes. 

Au moment où nous avons fait nos premières recherches 
sur les colorations vitales chez les végétaux, nous avons em- 
ployé le bleu de crésyl et le rouge neutre d'une manière exclu- 
sive. Cela s’explique, car ce sont certainement les deux meil- 
leurs colorants vitaux du vacuome. Le premier de ces colo- 


rants qui a servi principalement pour les belles découvertes 


dé M. P. A. Dangeard à le mérite d’une carrière déjà fructueuse 
en cytologie végétale : il a en outre l’avantage de donner des 
images très visibles au microscope. Nous avons emprunté le 
second aux zoologistes chez lesquels il est d’un usage courant. 
Le rouge neutre s’est révélé dans quelques cas supérieur au bleu 
de crésyl et il a facilité ainsi beaucoup nos recherches. Il fut 
mis aussi à contribution à peu près à la même date chez les 
Phanérogames par M. Guilliermond qui a publié quelques 
observations isolées dans le domaine des colorations vitales à 
la suite de celles de M. P. A. Dangeard. 

M. Guilliermond ajoute peu de chose aux observations vitales 
de M. Dangeard sur le vacuome ; il constate comme l'avait 
fait ce dernier que les vacuoles ont la propriété de fixer la plu- 
part des colorants vitaux et qu’elles renferment en solution 
colloïdale une substance capable de se précipiter en corpus- 
cules à leur intérieur. 

Il ressort de cet historique que, chez les animaux, on a coloré 
des éléments très variés (produits de réserve, de dégénéres- 


cence, vacuoles, mitochondries, etc.). Chez les végétaux on a 
coloré principalement les vacuoles (MM. Pfeffer, P. A. Dan- 
geard et Pierre Dangeard, Guilliermond). En dehors de la 
coloration de l'appareil vacuolaire, on ne peut signaler chez 
les végétaux que celle des granulations du cytoplasme par 
Pfeffer et celle des mitochondries des Champignons par 
M. Guilliermond au moyen de violet Dahlia. Cette dernière 
coloration est signalée comme étant très difficile à réaliser et 
comme très imparfaite. 

Par conséquent, chez les végétaux, le système vacuolaire a 
presque le privilège des colorations vitales. C’est pourquoi la 
question se pose de savoir s’il existe une spécificité d'action de 
certains colorants vitaux. 

Chez les végétaux, des colorants tels que le rouge neutre, 
le bleu de crésyl, le bleu de méthylène se fixent dans l’im- 
mense majorité des cas sur les éléments du vacuome. On peut 
donc les dire colorants vitaux vacuolaires ; on pourrait joindre 
à eux le bleu de Nil et le bleu de toluidine qui donnent des 
résultats moins parfaits. - 

D'autres, comme le violet Dahlia, le violet de méthyle, colo- 
rent dans certains cas les vacuoles, dans d’autres cas des granu- 
lations du cytoplasme (microsomes pour Pfeffer, mitochon- 
dries pour M. Guillermond). 

Le vert Janus colore les vacuoles des Géraniacées d’après 
M. P.-A. Dangeard ; il colorerait les mitochondries d’une ma- 
nière spécifique chez les animaux (Laguesse, Cowdry). 


C. — Recherches personuelles 


En ce qui concerne d’abord les colorants vitaux vacuolaires, 
(bleu de méthylène, bleu de crésyl, rouge neutre, etc...), nous 
avons vérifié qu'ils se fixent toujours sur l'appareil vacuo- 
laire, quelles que soient les substances renfermées dans cet 
appareil, en particulier qu'il renferme ou non des composés 
phénoliques. 


C'est là un phénomène très remarquable qui laisse à penser 
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qu'il existe une substance particulière dans le système vacuo- 
laire, présente à tous les états de l’évolution et qui est capable 
de fixer les colorants vitaux (en formant sans doute avec eux 
une combinaison). Cette substance est très probablement de 
nature protéique et elle a été désignée par M. P.-A. Dangeard 
sous le nom de métachromatine. 

En se reportant à nos travaux exposés précédemment, on 
verra que le très grand nombre de cas étudiés permet d'établir, 
que ces colorants vitaux donnent une coioration spécifique du 
vacuome la plupart du temps et que toutes les vacuoles végé- 
tales sont capables de fixer ces colorants. 

Cependant, nous devons maintenant examiner quelques 
exempies qui montrent une exception à la règle générale, ce 
qui prouve que la spécificité énoncée plus haut n’est pas 
absolue. 

Nous étudierons successivement : 

1°. — Des cas de colcrations vitales du noyau, 

R°. — Des colorations vitales de vacuoles par des colorants 
non spécifiques du vacuome (violet dahlia, violet de méthyle, 
vert Janus), 

3°. — Des colorations vitales des microsomes par le violet 
dahlia, le violet méthyle et le vert Janus. 


1°. COLORATION DU NOYAU. 


a) Cas de coloration vitale des chromosomes du noyau, au 
moyen du rouge neutre. — Ii s’agit d'expériences de colora- 
tions vitales réalisées dans les grains de pollen du Gingko 
biloba au moment où se produisent les divisions de maturation. 

Le pollen, au début du mois d'avril, subit les deux divisions 
réductrices. Ces deux mitoses se succèdent rapidement et le 
cloisonnement qui intervient pour donner les tétrades, ne se 
produit qu’une fois les deux divisions nucléaires achevées. 

Lorsque par conséquent, on cherche à observer vitalement 
du pollen de Gingko au début d'avril, on trouve dans les pré- 
parations, soit des diades, soit des tétrades en nombre élevé. Il 
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suffit pour cela d’écraser avec précaution un sac pollinique et 
de l’examiner immédiatement après, dans une goutte de solu- 
tion de glucose à 2,5 0/0 colorée légèrement au moyen de 
rouge neutre. 

Nous avons constaté dans ces conditions que les noyaux en 
division se colorent vitalement ; ce sont les chromosomes qui 
fixent le rouge neutre, ce qui permet de les observer à des 
stades divers de la division : la teinte prise est rouge orangé ou 
brique. On sait que le nombre des chromosomes chez le Gingko 
est de 12, ce qui correspond sensiblement aux résultats de 
l'observation vitale (fig. 15 et 16, pl. IX). 

Il s’agit là d’une coloration vitale, car le reste de la cellule 
ne prend aucune coloration, du moins au début de l’observa- 
tion, tandis que les chromosomes sont intensément colorés. 
Plus tard, le cytoplasme peut prendre une légère teinte rose 
diffuse... 

Le grain de polien ne paraît pas souffrir du traitement 
auquel il est soumis pendant les quelques minutes de l’examen 
au microscope : son cytoplasme présente une apparence homo- 
gène, sans trace de vacuoles discernables, mais il contient des 
granules nombreux, dont les plus gros un peu anguleux et 
réfringents, correspondent à des plastes porteurs d’amidon. 


b) Coloration vitale des noyaux au repos par le violet dahlia 
et le violet de méthyle. — Nous avons employé le violet dahlia 
sur des objets que nous connaissions déjà ; d’abord sur l’al- 
bumen de Ricin. Il s’est comporté comme un bon colorant 
vital et il a pénétré dans les cellules, donnant au bout de quel- 


ques heures une belle teinte bleue à la couche externe ‘de 


l’albumen. 


Par contre, l’observation microscopique. des SES péri- 
phériques de l’albumen, nous a montré que les noyaux.étaient 
les seuls éléments colorés de la cellule et que c'était à eux que 
l’albumen devait sa coloration d'ensemble. 

Malgré cette coloration des noyaux, les cellules paraissaienñt 
vivantes ; aussi nous avons essayé d'en avoir la preuve, autre- 
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ment que par la seule impression -de bon état qu’elles nous 
donnaient. Nous avons pour cela tenté de superposer à la colo- 
ration précédente une deuxième, en employant cette fois Le 
rouge neure. 

L'expérience a parfaitement réussi, et nous avons obtenu 
de doubles colorations très nettes, de cellules dont le noyau 
se trouvait teint en violet et les vacuoles en orangé. Cette double 
coloration n’est pas restée stable, car au bout de quelques 
minutes les noyaux se sont complètement décolorés, le vioiet 
dablia émigrant dans les cellules profondes, quant aux va- 
cuoles elles sont demeurées colorées par le rouge neutre. 

Cette expérience prouve selon nous que la coloration du 
noyau peut être réalisée dans la cellule vivante. En effet, lors- 
que la coloration au rouge neutre du vacuome est possible, 
on peut affirmer que la cellule n’est pas morte, par conséquent 
les cellules d’albumen de.Ricin dont le noyau est coloré par le 
violet dahlia étant capables de fixer en surplus le rouge neutre 
sur leur vacuome, il en résulte qu’elles sont encore vivantes. 

Nous avons opéré à une autre reprise sur un albumen de 
Ricin germé, au stade où la racine pointe en dehors de la 
graine. Le violet dahlia en solution à 1/40000 est resté quinze 
heures en contact avec l’albumen qui a pris une coloration 
bleu intense. Nous avons constaté que les noyaux de la couche 
périphérique étaient colorés en bleu violet, mais les cellules 
n'étaient pas mortes comme nous l’avons vérifié en employant 
le rouge neutre de la même façon que précédemment. 

Un essai sur une très jeune plantule de Pin maritime pro- 
venant d’une graine à coque non éclatée nous a permis de 
confirmer les résultats précédents. La plantule, immergée 
dans une solution de violet dahlia -au 1/40000, prend une 
teinte violet pâle au bout de quelques heures. 

L'observation au microscope montre que les noyaux de 
l’épiderme des cotylédons sont bien colorés en violet bleu, 
tandis que le reste de la cellule ne présente qu’une légère 
coloration diffuse. Nous avons employé ensuite le rouge neutre 
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qui a donné une double coloration très nette, les noyaux res- 
tant colorés en bleu et les vacuoles prenant avec le rouge 
neutre une teinie orangée. 

Le violet de méthyle employé au lieu de violet dahlia, s'est 
comporté exactement de même. 

Il est possible de conciure de ces faits que Îa coloration 
vitale du noyau est réalisable au moyen de certains coïofants, 
tels que le violet dahlia et le vioiet de méthyle, dans des cel- 
lules dont l’activité vitale est ralentie (graines). Le noyau dans 
ces conditions se colore d’une façon homogène et sans qu'’au- 
cune différenciation soit visible à son intérieur. 


2° COLORATIONS DES VACUOLES PAR LE ViOLET DALHIA, 
LE VIOLET DE MÉTHYLE, LE VERT JANUS. 


Dans de nombreuses circonstances, les colorants précédents 
se sont comportés comme des coioranis vitaux vacuolaires et 
par conséquent ont agi à la manière Gu bleu de crésyi et du 
rouge neutre. À côté de ces deux colorants, on peut placer 
comme colorant vitai vacuolaire le bieu de Nil, le bieu de 
toluidine et le bleu de méthylène. 

Ainsi, le violet dahlia et le violet de méthyle, ont été essayés 
sur de jeunes feuilles entières de Taxus baccata (fin d’avrii). 
Le séjour dans le colorant a été prolongé vingt-quatre heures 
et nous avons remarqué qu il y avait eu seulement pénétra- 
tion du colorant par la base coupée de la feuille. Beaucoup 
de cellules à l'emplacement de la pénétration du colorant 
sont mories ; dans quelques-unes pourtant, il y a eu coloration 
des vacuoles en violet et la teinte prise est à peu près iden- 
tique, qu’il s’agisse du violet dahlia ou du violet de méthyle. 
Les vacuoles coiorées appartenaient à des celiules tannifères 
et nous n'avons pas pu réaliser la coloration vitale des cel- 
lules embryonnaires. Les cellules embryonnaires sont &’ail- 
leurs toujours plus difficiles à colorer vitalement que les cel- 
lules tannifères, même avec le rouge neutre et le bleu de 
crésyl (fig. 15, pl. D). 
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Cette expérience montre que le violet dahlia et le violet de 
méthyle sont susceptibles de se comporter comme des colo- 
ranis vitaux vacuolaires ; mais que leur action est difficile 
à obtenir et leurs résultats incomplets (en effet s’il s'était agi 
de rouge neutre dans les mêmes conditions, la coloration vitale 
se serait faite en quelques heures et n'aurait pas porté uni- 
quement sur les vacuoles tannilères). 

Ce cas de coloration vitale est loin d'être isolé, car nous 
avons obtenu une coloration des vacuoles avec le violet dañlia 
dans de nombreux exemples (jeunes feuiiles d'Iris, plantuies 
de Conifères). 

Le vert Janus a coloré vitalement aussi, les vacuoles 
des jeunes feuilles d’Abies, mais le séjour doit être prolongé 
(vingt-quatre heures et plus) et le colorant, très dilué. La 
teinte prise est rougeâtre un peu violacée et n’a lieu que dans 
les cellules tannifères, comme pour les précédents colorants. 


3° COLORATION VITALE DES MICROSOMES. 


Un autre mode de fixation de ces colorants vitaux est plus 
remarquable que le précédent ; il s’agit de la coloration éiec- 
tive, dans certains cas, de très petits éléments granuleux que 
nous croyons devoir rattacher au sphérome (microsomes de 
M. P.-A. Dangeard). 

Laissons séjourner en effei quelques heures dans une solu- 
tion faible de violet dahlia de jeunes feuilles d’Abies du mois 
d'août, où bien même Île sommet du point végétatif. On cons- 
tate au bout de queique temps (îrois ou quatre heures), que 
le coiorant pénètre par les endroits lésés et donne aux tissus 
une teinte violet pâle. Si nous examinons une portion de la 
zone dans laquelle s’est introduit le colorant, nous voyons que 
de nombreuses cellules épidermiques contiennent de très 
petits grains colorés en violet. Il s'agit certainement |à d’une 
coloration vitale car le noyau et les plastes soni restés com- 
plètement incolores. 

Les petits éléments colorés en violet sont de forme arrondie 
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en général, mais il existe aussi des apparences de très petits 
bâtonnets : ils sont très nombreux et paraissent atteindre le 
chiffre. d'une centaine par cellule. Ils sont très distincts des 
‘ plastes, lesquels sont beaucoup plus gros, ovoïdes, réfrin- 
gents et sont demeurés complètement incolores. Par l’en- 
semble de leurs caractères, nous croyons donc que les petits 
éléments colorés vitalement par le violet dahlia sont des mi- 
crosomes (sphérosomes). Les très petits bâtonnets qu'on 
observe et qui ne se voient pas sur le vivant, seraient dus à 
des déjformations des éléments primitivement sphériques. 

Elle s’observe chez Abies, non seulement avec le violet 
dahlia, mais encore avec le violet de méthyle. Si l’on emploie 
une solution faible de vert Janus, on réussit à colorer les 
mêmes éléments microsomiques, en vert. Ces microsomes 
peuvent être colorés vitalement aussi bien dans les cellules 
embryonnaires dont le vacuome n’est pas réfringent (fig. 19, 
pl. D) que dans les cellules tannifères à vacuome volumineux 
et très distinct : dans ce dernier cas, il est possible d'observer 
des cellules montrant une double coloration, les microsomes 
étant verts et les vacuoles rosées (coloration au vert Janus 
seul) (Ag: 18, "pl 1)! 

Dans cette dernière circonstance, il y a donc avec un même 
colorant, coloration métachromatique des vacoles (rose) et 
coloration non métachromatique des microsomes (verte) 
dans une même cellule au moyen du vert Janus. Je ne sais 
si le nom de ce colorant est dû à cette propriété de virage de 
teinte qui en fait un colorant à double face, ce qui est certaia 
c'est que l’on peut ainsi mettre en évidence deux système 
d'éléments de la cellule vivante et les distinguer par leurs 
propriétés chromatiques différentes. 

Nous avons encore réussi à colorer lès microsomes dans 
les objets suivants 

Chez un Iris (fig. 17, pl. D), les très jeunes feuilés dont la 
longueur ne dépasse pas cinq millimètres, peuvent être colo- 


. 
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_ rées par un séjour d’une heure dans une solution diluée de 


violet de méthyle. Nous avons mis ainsi en évidence, à l’inté- 
rieur du cytoplasme des cellules épidermiques, une quantité 
de petits granules colorés vitalément en violet; il en existe une 
cinquantaine par cellule. Ce sont évidemment des micro- 
somes, bien que dans les très jeunes cellules dont il s’agit, 
la distinction d'avec les plastes ne soit pas toujours nette dans 
une préparation vitale. 


Au contraire chez le Gingko biloba, nous avons obtenu des 
colorations analogues aux précédentes, mais comme elles se 
sont produites dans des cellules où la distinction des sys- 
tèmes d'éléments est facile, in vivo, nous avons eu la certitude 
que notre interprétation sur la coloration vitale des micro- 
somes était exacte. 


Il s'agissait d’une plantule âgée de Gingko biloba dont la 
tigelle avait environ trois centimètres de longueur ; les coty- 
lédons à ce moment sont encore engagés à l’intérieur de l’en- 
dosperme et ils ont encore certainement une fonction absor- 
bante au contact des réserves. 


En plaçant ces cotylédons entiers dans une solution de 
violet dahlia, on observe qu'ils prennent au bout de quelque 
temps une teinte violette surtout à leur extrémité. Il s’agit là 
d'une pénétration du colorant à l’intérieur des cellules épider- 
miques vivantes. 


Celles-ci, examinées au microscope, montrent un vacuome 
réfringent en réseau, disposé autour du noyau arrondi 
ol enll). Tes plastes sont également très distincts, allon- 
gés et réfringents. En dehors du vacuome et du plastidome, 
qui ne sont nullement colorés, il y a dans le cytoplasme des 
cellules de peties granulations assez nombreuses colorées élec- 
tivement en violet. Il s’agit là certainement des microsomes 
qui ont fixé le violet dahlia (fig. 16, pl. 1). 

Dans l'orge, nous avons coloré de la même façon des mi- 
crosomes dans l’épiderme des jeunes feuilles (plantules très 
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jeunes ayant 24 heures de germination à 22°), au moyen de 
violet dahlia. 

Chez Pinus maritima, dans l’épiderme des cotylédons d’une 
plantule très jeune, on peut obtenir de même une coloration 
de très petits éléments distincts du vacuome et de goutteleties 
d'huile au moyen de violet dahlia. 

Ces petits éléments doivent correspondre aux microsomes 
bien qu'il soit évidemment difficile dans ces cellules de Pin, 
d'affirmer que les plasies ne sont pas colorés eux aussi. Ce- 
pendant, si nous nous reporions aux figures que nous avons 
données de ces cellules vivantes (fig. 1, pl. III) nous voyons 
qu'il n’a été figuré au dehors du noyau que deux sorties d’élé- 
ments inclüs dans le cytopiasme : l’aleurone, c’est-à-dire le 
vacuome et les goutteleites d'huile. En réalité, il est possible 
de voir, mais avec une certaine difficulté, en dehors du va- 
cuome et de i huile de petites granulations du cytoplasme qui 
correspondent soit à des microsomes, soit à des plastes. 

Sur les préparations fixées par la méthode de Regaud, nous 
les avons toujours indiquées sur les trabécules du cytoplasme. 
Il est absolument certain que les colorations vitaies au violet 
dahlia portent sur une partie de ces granules et d’après ce 
que nous avons vu chez Gingko où les plastes ne sont pas 
teintés par Île diahla, il faut conclure que ce sont les micro- 
somnes seuls et non les plastes qui fixent le colorant vital chez 
Pinus maritima. 


| 


DISCUSSION ET RÉSUMÉ DES PRINCIPAUX RÉSULTATS 


Lorsqu'on jette un coup d’œil d'ensemble sur les princi- 
paux résultats relatés précédemment, on est amené à des 
considérations d'ordre général qui vont être exposées main- 
tenant. Les unes, les plus importantes, se rapportent à l’ap- 
pareil vacuolaire ou vacuome, les autres aux constituants 
cytoplasmiques et aux colorants vitaux. 


ART. 1. — VACUOME. 
À. — Vacuome dans les méristèmes 


L'évolution vacuolaire a été décrite dans les méristèmes des 
Gymnospermes où elle était inconnue jusqu'alors. 

Toutes les cellules embryonnaires, même les plus jeunes, 
renferment un vacuome colorable vitalement par les teintures 
vitales vacuolaires (rouge neutre, bleu de crésyl, bleu de mé- 
thylène, bleu de Nil, etc..). 

La forme de cet appareil est très variable, car elle change 
constamment sous l'influence des mouvements cytoplas- 
miques qui sont ainsi révélés dans les cellules les plus jeunes. 
Ce. genre de déplacement paraît être différent du mouvement 
habituel décrit dans les cellules adultes et qui comporte une 
circulation des microsomes ou des plastes. 

Lorsque la substance vacuolaire est demi-fluide, elle peut 
s'étirer comme une masse qui serait ductile et malléable et 
prendre par suite des pressions, en sens divers qu'elle subit 
l'aspect de filaments et de réseaux. 

Lorsque la substance du vacuome est peu abondante, ce 
qui est souvent le cas dans ces cellules jeunes à cytoplasme 
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épais, les réseaux vacuolaires peuvent être d’une finesse 
extrême. 

L'épaisseur de ces trabécules vacuolaires peut ne pas dé- 
passer dans certains cas une fraction de & et j'ai noté à plu- 
sieurs reprises qu'il s'agissait de dimensions voisines des 
limites de la visibilité. On ne les voit nettement que parce 
qu'il s’agit de filaments colorés, car des corps colorés qui 
auraient dans toutes les dimensions l'épaisseur de ces élé- 
ments seraient probablement invisibles. 


B. — Substances renfermées dans le vacuome 


Les substances renfermées dans le vacuome sont certaine- 
ment diverses. Il n’est pas possible dans l’état actuel de la 
biochimie de donner une idée, même approchée de la nature 
de ces substances dans la plupart des cas. 


Question de la métachromatine 


L'idée de M. P.-A. Dangeard d’après laquelle il existerait 
dans toutes les vacuoles une substance fondamentale, la méta- 
chromatine, est d’un très haut intérêt. Plusieurs de nos obser- 
vations sont en faveur de cette hypothèse. Le fait que le 
vacuome possède toujours un pouvoir électif particulier vis- 
‘à-vis des colorants vitaux, quelle que soit la plante examinée 
et quelle que soit la cellule considérée est un argument puis- 
sant en faveur de l'hypothèse d’une substance où d’un groupe 
de substances caractéristiques du vacuome. 

Le fait aussi que des granules protéiques précipités se 
colorent parfois d’une manière intense dans le vacuome, la 
présence d’un liseré sidérophile autour des boules phéno- 
liques, tout cela vient à l’appui des idées Dangeardiennes. 

Plusieurs circonstances sont même de nature à renforcer la 
comparaison qu'a faite M. P.-A. Dangeard de la substance 
fondamentale du vacuome des Phanérogames et de la subs- 
tance connue depuis longtemps chez les Protistes, les Cham- 
pignons et les Algues sous le nom de métachromatine. 
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On sait que M. Guilliermond et ses élèves ont toujours pro- 
testé contre une assimilation entre la métachromatine des 
Champignons et la protéine contenue dans les vacuoles des 
Phanérogames. On doit s’en étonner car M. Guilliermond a 
été un des premiers à reconnaître dans les grains d’aleurone 
des Graminées, la présence d’une substance azotée très voi- 
sine de la métachromatine. 

Les propriétés principales de la métachromatine consistent 
dans son pouvoir électif et la grande affinité qu'elle présente 
pour les colorants vitaux. Un autre caractère est la coloration 
qu’elle prend en coloration vitale. Cette propriété est due à 
la réaction alcaline de cette substance comme nous l'avons 
montré. | 

‘M. Guilliermond, dans ses recherches sur les vacuoles des 
Phanérogames, a commencé par attribuer leur propriété de 
fixer les colorants aux composés phénoliques qu'elles ren- 
ferment. Pour cet auteur, les vacuoles qui étaient dépourvues 
de composés phénoliques ne se coloraient pas vitalement. 

. Nos observations sont venues démontrer que cette idée était 
erronée. Il y avait là une survivance d’une ‘ancienne idée de 
Pieffer qui avait montré que les vacuoles riches en tannin 
fixaient particulièrement bien le bleu de méthylène. Il est 
exact que, dans un tissu, les cellules tannifères fixent parfois 
très rapidement le bleu de méthylène alors que les éléments 
voisins restent incolores; mais, si l’on a la patience d'attendre 
quelques instants, on observe bientôt la fixation du colorant 
dans les cellules voisines qui sont dépourvues de composés 
phénoliques. 

- Cette propriété fixatrice particulière des tannins est sur- 
tout sensible avec le bleu de méthylène ; avec le rouge neutre, 
ou le bleu de crésyl au contraire, dans une plantule de Pin, 
la coloration vitale se fait aussi bien et aussi vite dans les 
cellules sans tannin des cotylédons que dans l’épiderme tan- 
nifère de l’hypocotyle. 

D'ailleurs, dans ce travail, il est facile de se rendre compte 
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que le vacuome a été très souvent coloré vitalement et sou- 
vent même avec grande facilité alors qu’il ne renfermait pas 
trace de composés phénoliques (cas des grains d’aleurone, 
cas des vacuoles des cellules embryonnaires). 

La cause est donc entendue : la faculté de fixer les colorants 
vitaux est une propriété fondamentale du vacuome qui ne 
dépend nas des substances qui peuvent apparaître au cours 
de l’évolution, à l’intérieur de cet appareil. 

Or, il semble satisfaisant d'admettre qu’un phénomène aussi 
général que celui-ci a pour support une substance parti- 
culière présente en toute occasion dans l'appareil vacuo- 
laire. 

Cette substance serait précisément la métachromatine et il 
faudrait comprendre ce corps, non pas comme une entité 
chimique particulière bien définie, mais comme un groupe- 
ment chimique de cerps ayant un ensemble de propriétés 
communes. 

On admet bien, chez les Végétaux, la présence d’une classe 
chimique très répandue constituée par les composés phéno- 
liques qui peuvent être très variés et comprendre des corps 
tels que le fucosane des algues et les divers fannins des Pha- 
nérogames. Ces éléments appartiennent pourtant au même 
groupement parce qu'ils ont un ensemble de propriétés com- 
munes résultant de la présence d’une ou plusieurs fonctions 
phénoliques. 

Pourquoi n’en serait-il pas de même en ce qui concerne la 
métachromatine. Dans ce cas, il s’agit d’une substance pro- 
téique certainement très complexe de sorte que les particula- 
rités distinctives dans ce domaine ont souvent un caractère 
empirique ; lorsque M. À. Mever a cru définir d’une manière 
très nette la métachromatine des Champignons, il n’a fait que 
donner une série de réactions dont la valeur intrinsèque est 
discutable. 

Le fait que ces réactions de Meyer ne réunissent pas auprès 
des substances protéiques vacuolaires de tous les végétaux 


1 


ne prouve nullement, selon nous, que les protéines du 
vacuome n'ont pas un certain nombre de traits communs, 
Rappelons-nous que la chromatine du noyau n’est pas une 
substance parfaitement définie chimiquement et que cepen- 
dant, on applique ce nom à toutes les substances fondamen- 
tales des noyaux. Par analogie, le nom de métachromatine 
appliqué comme le fait M. Dangeard au corps protéique con- 
tenu dans le vacuome est tout à fait justifié et possède une 


profonde signification. 


D. — Mode de formation des tamnins 


Ces corps sont très abondants dans la plupart des feuilles 
de Conifères. Nous croyons que l’un d’eux est l’acide ella- 
gique que nous avons reconnu par un certain nombre de réac- 
tions dans les feuilles de l’If (Taxus baccata).: 

Nos recherches montrent que les composés tanniques sont 
absents dans le massif initial de la tige, mais qu'ils apparais- 
sent de très bonne heure dans les premiers mamelons foliaires. 

Les cellules embryonnaires les plus jeunes possèdent donc 
un vacuome dépourvu de composés phénoliques. Ces corps 
apparaissent ensuite progressivement dans le système vacuo- 
laire et leur formation constitue un simple épisode de l’évo- 
lution chimique des vacuoles dans certaines cellules. L’ap- 
parition de ces composés n’a aucune relation avec un état 
morphologique spécial du vacuome, mais elle détermine une 
réfringence spéciale de l’appareil qui devient alors très visible 
dans la cellule vivante. 

L'élaboration des tannins n’est donc pas le fait de « mito- 
chondries » comme plusieurs auteurs crurent le reconnaître 
dans ces dernières années, puisque ces corps sont toujours 
contenus dans le vacuome. 

On sait que dans la période qui a précédé la notion d’un 
chondriome, les tannins ont été considérés comme prenant 
naissance soit dans les vacuoles ordinaires, soit dans des réser- 
voirs spéciaux (vésicules à tannin) (Klerker, Gardiner, etc.….). 
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Les auteurs figuraient dans une même cellule des vacuoles 
ordinaires non tannifères et des globules tanniques de con- 
sistance épaisse qui semblaient apparaître d’une manière 
indépendante avant de se déverser dans les vacuoles (Klerker). 

Nous n'avons jamais rencontré de dispositions semblables. 
Lorsque le tannin apparaît dans une cellule, il imprègne en 
même temps toutes les parties de l’appareil vacuolaire où sa 
concentration paraît être identique en tous les points à un 
instant donné. Jamais on n’observe deux sortes de vacuoles. 
Dans une des figures données par Klerker, il semble bien que 
l’auteur ait pris le noyau non coloré à la suite de l’action 
du bichromate pour une vacuole non tannifère. 


E. — Réaction du sue vacuolaire 


Le suc contenu dans le vacuome a toujours un caractère 
légèrement alcalin dans les cellules embryonnaires des méris- 
tèmes. Ce caractère imprime aux colorants vitaux un virage 
de teinte qui est un phénomène de métachromasie. 

La cessation de l’alcalinité coïncide pour les cellules qui 
évoluent en éléments sécréteurs avec l’apparition des com- 
posés phénoliques. Le suc vacuolaire devient alors légèrement 
acide. 

Nos recherches montrent que l’emploi des colorants vitaux, 
en particulier celui du rouge neutre, peuvent servir à déter- 
miner avec une précision assez grande quelle est la réaction 


du suc vacuolaire. 


F. — Les vacuoles peuvent-elles naître «de nove » 


Nos observations dans les bourgeons des Conifères ne sont 
pas en faveur d’une naissance de « novo » des vacuoles. 

En effet, nous avons vu que, dans l’épiderme des jeunes 
feuilles par exemple, le tannin se formait de très bonne heure 
dans l’appareil vacuolaire. Il en résulte que si, à cette époque, 
il se produisait de nouvelles vacuoles directement dans le 
cytoplasme, on les distinguerait des autres plus anciennes par 
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leur absence de tannin ; il nous paraît en effet difficile d’ad- 
mettre qu'il puisse y avoir néoformation d’une vacuole qui 
aurait d'emblée des caractères qui se sont réalisés pour les 
autres vacuoles qu'après une évolution plus ou moins longue. 

Or, le fait que toutes les parties du vacuome se montrent 
toujours au même stade d'évolution chimique exclut pour 
nous cette hypothèse. 

Reste la question de savoir si les vacuoles ne peuvent pas se 
former de « novo » avant que l'élaboration du tannin ne se 
soit produite, mais alors il semble que les nouvelles vacuoles 
au moment de leur apparition se distingueraient des autres 
soit par leur taille plus petite, soit par leur caractère plus 
fluide ou au contraire plus épais ; or, on .n’observe rien de 
semblable. 

Nous croyons donc que le schéma, encore classique, de la 
formation des vacuoles dans les cellules de méristème est abso- 
lument démenti par les faits et qu'il n'existe aucune raison 
pour admettre une naissance de « novo » des vacuoles au sein 
du cytoplasme. Nous verrons que l’étude de l’aleurone apporte 
des arguments non moins forts en faveur de l’autonomie du 
vacuome. 


G. — Aleurone. 


Le point de départ de nos recherches sur l’aleurone a été 
l'observation suivante : en cherchant à colorer vitalement 
l'appareil vacuolaire d’une jeune plantule de Pin maritime, 
nous avons été surpris de constater que l’épiderme renfermait 
au lieu de vacuoles normales, un système de filaments et de 
réseaux très fins dont l’existence était insoupçonnée. 

En examinant des plantules de différents âges et des em- 
bryons de graine, la certitude a été acquise que ces éléments 
dérivaient directement des petits grains d’aleurone présents 
dans la graine et qu'ils se transformaient en vacuoles ordi- 
naires dans leur évolution ultérieure. 

Ces phénomènes d'évolution de l’aleurone ont alors été 
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suivis en détail chez le Pin maritime et d’autres Gymnos- 
permes, puis chez le Ricin, et chez les Graminées. 

La démonstration a été donnée que l’aleurone constitue un 
état particulier du vacuome dans les graines, dû aux condi- 
tions spéciales de vie ralentie et de faible teneur en eau qui 


se rencontrent alors. 


H. — Formation des vacuoles dans une plantule 
au cours de la germination 


Lorsqu'une plantule germe, ses tissus s’hydratent et les cel- 
lules par conséquent deviennent riches en eau. Or, cet enri- 
chissement en eau ne provoque pas l’apparition de vacuoles 
en des points quelconques du cytoplasme, mais tout l’appareil 
vacuolaire de la plantule s’édifie aux dépens des grains d’aleu- 
rone de la graine. On savait déjà que la plupart des grains 
d’aleurone se vacuolisent pendant la germination, mais on 
ignorait que c'était là le seule mode de naissance des vacuoles 
typiques. En un mot, nos recherches sur l’aleurone établissent 
ce fait très important que les vacuoles ne se forment jamais 
« de novo » au sein du cytoplasme pendant la période germi- 
native. 

C’est la même conclusion que celle à laquelle nous étions 
arrivés par l'étude des méristèmes. 

Si quelque doute subsistait au sujet de ce résultat de nos 
recherches, il suffirait pour qu'il soit levé de se reporter à 
notre description de l’évolution de l’aleurone, donnée pré- 
cédemment et aux figures qui lui correspondent. Nous croyons 
que les faits que nous avons observés sont de nature à tran- 
cher le débat sur la genèse des vacuoles chez les Végétaux. 

Le vacuome se comporte donc comme un système autonome 
de la cellule végétale. 

l.-- Formation du tannin et de l’anthocyane 
dans les plantules 


Chez les Conifères, lorsque l’aleurone s’est transformée en 
un système vacuolaire, on peut observer la formation de 


tannin dans les cellules épidermiques. Un pigment antho- 
cyanique se forme ensuite très souvent et sa production à tou- 
jours lieu dans des cellules qui étaient précédemment tanni- 
fères, comme si le pigment dérivait directement des composés 


tanniques. 


J. — Evolution de l’aleurone, chez le Ricin 
et chez les Graminées. 


Chez le Ricin, les phénomènes d'évolution de l’aleurone 
ont été observés pendant la maturation de la graine et pen- 
dant la germination. Nous avons montré qu'il existe une 
réversibilité très remarquable dans l’évolution vacuolaire, 
car, pendant la maturation, on assiste à la transformation 
d’une grande vacuole en grains d’aleurone séparés et pendant 
la germination, une série de stades tout à fait comparables con- 
duisent de nouveau à un état vacuolaire largement dilaté. 

En outre, ces recherches permettent de distinguer chez le 
Ricin, à côté des grains d’aleurone typiques, bien connus de 
tous, de petits grains à structure différente, dépourvus des 
inclnsions caractéristiques des précédents et qui sont seuls 
présents dans la couche périphérique des cellules d’albumen 

. C’est dans ces éléments de la périphérie de l’albumen qu'on 
observe des filaménts et des réseaux vacuolaires très remar- 
quables soit avant maturation, soit pendant la germination 
des graines. Ces états vacuolaires n'étaient pas connus : leur 
connaissance est d’un grand intérêt, parce que, grâce à eux, 
nous surprenons sur le vif les mouvements très compliqués 
dont la cellule est le siège avant de passer dans l’état de repos 
qui caractérise la graine et que, d’autre part, nous assistons 
au réveil d’une activité comparable pendant la première pé- 
riode de la germination. 

La production transitoire de ces réseaux aux dépens de 
l’aleurone paraît être un fait assez fréquent, car nous en avons 
décrit plusieurs exemples chez les Graminées (radicule de 


l'orge, du blé, jeunes feuilles de blé). 
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Dans l’épiderme des jeunes racines de blé, les états vacuo- 
laires filamenteux que nous avons découverts, ont une très 
grande ressemblance avec un appareil mitochomdrial. 

Cependant la formation de filaments et dé résæux, aux 
dépens des grains d'’aleurone pendant leur évolution en 
vacuoles, n’est pas un phénomène général, car lorsque l’aleu- 
rone se trouve dans la graine sous forme de grains assez gros, 
ceux-ci se réunissent et se fusionnent ensemble par Hope 
contact après s'être suffisamment gonflés. 


K. — Polleu 


Le fait d’avoir obtenu des colorations vitales dans les grains 
de pollen constitue une acquisition nouvelle dans l’histoire 
des colorations vitales. 

Comme la poussière pollinique est formée de cellules ayant 
subi un desséchement considérable, il était très intéressant 
d'y démontrer la présence d’un vacueme et de faire connaître 
ainsi, que les substances vacuolaires ne sont pas des produits 
transitoires, mais qu'elles se conservent &ams les circonstances 
les plus variées. 

D'autre part, nous avons pu mettre en évidence des formes 
réliculées du vacuome dans plusieurs cas, au sein du cyto- 
plasme des cellules génératives. Fe mrêne tempo, il existe une 
différence de réaction souvent très mette entre les substances 
vacuolaires dans les celiuies végétafives ét dans les cellules 
génératives, et les colorations vitales la mettent ew évidence. 

Ces recherches laissent prévoir que le vacuome se transmet 
par les gamètes eux-mêmes. 


ART. 2. — CONSTITUANTS CYTOPLASMIQUES 


À. — Observations vitales su los plastes 


etles microsemes. Lérisiègmes &@os &tymnéspermes. 


Nous avons eu l’occasion d’examiner de très nombreuses 
cellules vivantes et d'y observer les plastes et les microsomes. 
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Les premiers ont généralement, dans les méristèmes une 
forme globuleuse ou bien leur aspect est celui de bâtonnets, 
parfois assez allongés (Larix), mais la forme filamenteuse n’a 
jamais été observée. 

Chez le Larix, les éléments du piastidome sont en forme 
de bâtonnets allongés dans les cellules très jeunes et sont glo- 
buleux dans les cellules adultes. Chez le Cédrus, l’Abies, le 
Picea, le Taxus, les plastes sont granuleux ou bien en courts 
bâtonnets dans les cellules embryonnaires, tandis qu'ils sont 
globuleux ou elliptiques dans les cellules adultes. 

Les plastes, dans l’épiderme des jeunes feuilles de Conifères, 
forment de l’amidon de très bonne heure : dès les premières 
ébauches foliaires, on les trouve chargés ordinairement d’un 
produit de nature amylacée, qui se colore en brun par l’eau 
iodée. Cette élaboration a lieu dans toute l'étendue du plaste 
qui paraît être imprégné d’amidon d’une manière homogène. 

Les microsomes ont été observés constamment dans les cel- 
lules épidermiques : nous avons fréquemment assisté à leurs 
déplacements au sein du cytoplasme. Ces faits sont bien 
- connus depuis les travaux de M. P.-A. Dangeard. Jamais ces 
crains, dans une cellule normale, ne sont animés de mouve- 
ments browniens malgré leur taille réduite (un # et même 
moins). Ils réduisent légèrement l'acide osmique. 

Nous n'avons pas constaté qu'il y eut, en dehors des plastes, 
parmi les granulations du cytoplasme deux sortes d'éléments 
dont les uns seraient des granulations lipoïdes et les autres 


des mitochondries inactives. 


Pollen. — Dans les cellules polliniques des Gymnospermes, 
nous avons trouvé en dehors du vacuome, des plastes généra- 
lement amrylifères et des microsomes qui ont les caractères 
ordinaires. Ces éléinents s’observent dans les cellules vivantes. 
Chez l'If (Taxus baccata), nous avons constaté que l’amidon, 
très abondant avant maturation du pollen, disparaissait com- 
plètement dans le pollen mûr. Ces observations ont été faites 
non seulement dans les cellules végétatives, mais encore dans 
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les cellules génératives lorsque le pollen mûr est pluricellu- 
laire (Biota, Cephalotaxus, Cupressus, Gingko). Elles établis- 
sent que les cellules pollimiques sont des éléments complets 
renfermant un vacuome, un plastidome et un sphérome. 


ART, 3. — OBSERVATIONS SUR LES CELLULES APRES FIXATION 
ET COLORATION (Méthode de Regaud) 


On a ignoré longtemps qu'il y eut un système vacuolaire 
dans les cellules jeunes des méristèmes. Cet appareil se trou- 
vant alors fréquemment sous forme de canalicules très fins, 
ne peut pas être mis en évidence au moyen des méthodes le 
fixation ordinaire. Ceci est évident : pour que ces minces 
boyaux situés au sein du cytoplasme, se retrouvent sur des 
coupes d'objets fixés, il faut et il suffit que le cytoplasme lui- 
même soit très bien conservé. Or, ces conditions ne sont 
réalisées qu'avec l’emploi de fixateurs cytoplasmiques que 
l’on a encore appelés « fixateurs mitochondriaux ». Les prin- 
cipaux de ceux-ci sont les solutions employées par Altmann, 
Benda, Meves, Laguesse, Regaud. 

Nous avons fait choix du fixateur de Regaud qui nous a 
donné les résultats suivants concernant le vacuome. 


À. — Méristèmes des Gymnospermes 


Vacuome, — Dans les cellules embryonnaires, le vacuome 
se retrouve à l’état de petites vacuoles arrondies ou de cana- 
licules complètement incolores dans lesquelles on ne trouve 
que de rares granulations colorées. 

Dans les cellules où commence l'élaboration du tannin, le 
vacuome se colore en noir très fortement et dans son en- 
semble : on peut observer alors des réseaux vacuolaires entiè- 
rement colorés par l’hématoxyline ferrique (Cèdre, Abies). 

Dans les éléments où un composé tannique abondant s’est 
formé, celui-ci apparaît comme une masse jaune d’or entourée 
d’une écorce noire formée par une précipitation de métachro- 


matine à sa surface. Il en résulte un aspect qui a été décrit 
récemment à tort comme une des phases de l'élaboration des 
composés phénoliques par des mitochondries. 


Plastidome. — Les plastes se colorent en noir par la mé- 
thode de Regaud et leur forme n'est pas altérée en général. 
Cependant chez le Larix, les plastes qui sont naturellement en 
bâtonnets allongés dans les cellules, se retrouvent sous forme 
de petits éléments onduleux sur les préparations fixées. 


Sphérome. — Les microsomes ne sont pas toujours colorés 
au moyen de la méthode de Regaud. Pour les mettre en évi- 
dence avec une grande netteté il faut, comme l’a montré 
M. P.-A. Dangeard se servir de préférence du liquide de 
Laguesse. 


B. — Aleurone 


L'aleurone constitue un état particulier du vacuome dans 
la graine. L’accumulation d’une matière protéique voisine de 
la métachromatine dans les grains d’aleurone rend ceux-ci 
très chromatiques : aussi se colorent-ils d’une façon très 
intense par la méthode de Regaud. 

Ces caractères, qui sont aussi ceux des plastes, pourraient 
amener une confusion avec ces derniers. D'autant plus que, 
dans certains tissus, les grains d’aleurone sont très petits 
(méristèmes de l’embryon du Pin maritime, cellules périphé- 
riques de l’albumen du Ricin). On les reconnaît cependant à 
leur taille ordinairement plus grande que celle des plastes et 
au fait qu'ils se colorent d’une façon plus intense que les 
plastes par l’hématoxyline ferrique. 

Nous insistons sur ce point que les propriétés chromatiques 
des grains d’aleurone, constituent un nouvel exemple d’une 
coloration d'ensemble du vacuome par une méthode mito- 
chondriale. 

Au cours de la germination, les grains d’aleurone se trans- 
forment en vacuoles et pendant cette période, le suc vacuo- 
laire se diluant de plus en plus, on assiste à une coloration 
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progressive des éléments du système. Sur les plantules les 
plus jeunes, la protéine des vacuoles aleuriques étant encore 
très abondante, il se produit une coloration noire de tout le 
contenu vacuolaire qui se montre souvent sous l'aspect d’un 
fin précipité granuleux (Pin maritime, Ricin). Plus tard, le 
suc est devenu très fluide et la vacuole n’est plus occupée que 
par des granules précipités, soit sur les parois, soit autour 
des inclusions encore intactes (Ricin). 

I est remarquable de retrouver sur les préparations fixées 
tous les états vacuolaires observés dans les cellules vivantes 
fusions des vacuoles aleuriques ensemble, précipitations di- 
verses de la protéine). 

Cependant pour les cellules à très petits grains d’aleurone 
(cellules épidermiques de Pin maritime, méristèmes de Pin, 
cellules périphériques du Ricin), on ne peut pas retrouver 
nettement, après fixation, les réseaux vacuolaires que l’on 
observe dans les cellules vivantes après coloration vitale. 
C’est là un exemple parmi beaucoup d’autres de la supério- 
rité de la méthode vitale quand il s’agit de recherches délicates 
sur les vacuoles. 

Chez le Ricin, nous avons donné pour les cellules d’albumen 
des descriptions plus exactes que celles qui avaient été fournies 
jusqu'alors. Elles correspondent assez bien aux figures qu’en 
ont publié M. Beauverie et plus récemment M. Mottier, mais 
nous avons précisé plusieurs points particuliers, grâce aux 
connaissances que nous avions acquises précédemment au 
moyen d'observations vitales. 

Par contre, nous n'avons pas retrouvé dans les cellules 
d'albumen la structure qui a été décrite récemment par 
M. Guilliermond : nous n'avons pas observé, en effet, de 
«chondriocontes » très allongés et sinueux dans le cytoplasme 
des cellules d’albumen et les plastes s’y trouvent seulement 
sous forme de grains ou de courts bâtonnets. 
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ART. 4. — OBSERVATIONS SUR LES COLORANTS VITAUX 
ET LEUR EFFET DANS LA CELLULE 


À. — Mode d'action des eolorants vitaux 


Les colorants vitaux dont nous avons étudié l’action dans 
les tissus vivants sont assez nombreux : rouge neutre, bleu de 
crésyl, bleu de méthylène, bleu de Nil, bleu de toluidine, 
violet de méthyle, violet dahlia, vert Janus. 

Parmi eux, nous avons distingué ceux qui se fixent sur le 
vacuome dans l’immense majorité des cas, ce sont le rouge 
neutre, le bleu de crésyl, le bleu de méthylène, le bieu de Nil 
et le bleu de toluidine, nous les avons appelé des colorants 
vilaux vacuolaires. 

Au contraire, le violet de méthyle, le violet de dahlia et le 
vert Janus peuvent selon les circonstances colorer les vacuoles, 
les noyaux ou les microsomes. Ce sont des colorants vitaux 
non spécifiques. 

La coloration des noyaux a été obtenue dans des cellules où 
l’activité était ralentie (albumen de la graine de Ricin, em- 
bryon de la graine de Pin maritime). La coloration prise par 
le noyau est diffuse; cependant dans ur seul cas, le grain de 
pollen de Gingko b#obeg, nous avons observé la coloration 
vitale très nette des chromosomes du noyau ; mais il s’agis- 
sait d’une coloration au moyen de rouge neutre (ji). 

En ce qui concerne les microsomes, nous avons montré que 
leur coloratiôn vitale se faisait à la longue, au moyen de solu- 
tions très diluées de violet de méthyle, violet dahlia, vert 
Janus. Parfois on constate de doubles colorations vitales du 
vacuome et des microsomes dans une même cellule. Les 
plastes n’ont jamais fixé le coloramt vital, de sorte que dans 
les cellules où la distinction du plastidome et du sphérome est 
difficite en raisom de leurs caractères morphologiques voisins, 
on pourrait se servir avec avantage de la méthode des colo- 
rations vitales pour séparer les deux sortes d'éléments. 


(1) Ce colorant vilal vacuolaire montre donc, en cette occasien des propriétés 
anormales,. 


O0 — 
B. — Pénétration des colorants vitaux 


à travers les membranes 


Il est certain que les colorations vitales se produiraient avec 
une beaucoup plus grande facilité s'il n'y avait pas l'obstacle 
opposé à la pénétration par des membranes épidermiques 
souvent très peu perméables. 

L'imperméabilité des membranes est fonction de l’âge des cel- 
lules, car les points de végétation et les jeunes ébauches fo- 
liaires se laissent facilement pénétrer par les colorants. D'autre 
part, lorsqu'un épiderme possède naturellement un rôle 
absorbant (épiderme des jeunes plantules de Gymnospermes, 
cotylédons des plantules de Ricin, cellules d’albumen, ete.), il 
se montre extrêmement perméable aux colorants vitaux : c'est 
une propriété précieuse que nous avons mise à profit bien des 
fois. 

Sur les cotylédons à trois faces du Pin maritime, nous avons 
fait cette constatation très curieuse que seule, la face externe 
qui se trouve en contact avec l’endosperme, possède un épi- 
derme facilement perméable aux colorants vitaux. Les deux 
autres faces qui, par leur situation, ne peuvent pas participer 
à l'absorption dans les conditions naturelles, se montrent im- 
perméables vis-à-vis des colorants. 

Un phénomène semblable se produit chez le Ricin où l’épi- 
derme du cotylédon qui se trouve en contact avec l’albumen, 
fixe plus rapidement le rouge neutre que l’épiderme de la 
face opposée qui n’a pas naturellement de rôle absorbant, mais 
le fait est beaucoup moins net que chez les Conifères (1). 

À ce genre de recherches se rapportent les expériences sui- 
vantes faites chez le Ricin en vue de montrer que dans les con- 
ditions naturelles les, échanges ont lieu entre cellules, de 
vacuoles à vacuoles 


(1) Dans ces deux cas, l’imperméabilité d’une région épidermique des coty- 
lédons ne correspond à aucune particularité sensible des membranes. En effet 
il est impossible de constater sur une coupe une différence morphologique entre 
les membranes des surfaces cotylédonnaires, quelle que soit la région envisagée 


re 


Une jeune plantule de Ricin a été séparée de son albumen 
avec précaution ; puis les deux moitiés de ce dernier ont été 
placées dans une solution de rouge neutre : la plantule était 
maintenue pendant ce temps, afin qu'elle ne s’altère pas, à 
l'intérieur d’un autre albumen, dont la plantule avait été 
sacrifiée. Lorsque la couche interne du premier albumen avait 
pris une teinte rouge foncé par suite de la coloration vitale 
de ses cellules, on rapprochait les cotylédons de la plantule 
et on les maintenait en contact étroit avec cette partie colorée 
de l’albumen. 

Dans ces conditions, au bout de quelques minutes, on pou- 
vait constater que la face externe des cotylédons foliacés avait 
pris une teinte rosée, indiquant qu'il y avait eu passage du 
rouge neutre du vacuome de l’albumen dans celui des coty- 
—lédons. 

Cette expérience montre que les colorations vitales peuvent 
nous renseigner sur le mécanisme de la nutrition cellulaire, 
puisqu'un colorant vital paraît se comporter vis-à-vis d’une 
cellule à la manière d’un aliment soluble. 

Dans cet exemple du Ricin, nous avons deux assises cellu- 
laires en présence, qui, toutes les deux sont, capables de fixer 
à leur intérieur un colorant vital lorsqu'on les place dans un 
bain colorant. Lorsque ces deux assises sont mises en rapport 
par leurs membranes intactes, l’un des tissus peut soutirer 
à l’autre le colorant qu'il avait absorbé précédemment en 
présence d’une solution. L’épiderme des cotylédons du Ricin 
manifeste donc ainsi un pouvoir absorbant supérieur à celui 


de l’albumen. 


CONCLUSIONS 


La méthode des colorations vitales qui a été notre princi- 
pale technique, s’est révélée une véritable méthode de travail, 
pouvant soutenir la comparaison, avec les méilleurs procédés 
histologiques. C’est là, un point important acquis pour 
l'avenir. 

Chez les Végétaux, toute cellule apparaît capable de fixer 
certains colorants réputés vitaux à son intérieur. C’est une 
propriété que possède la cellule vivante et elle peut être con- 
sidérée comme caractéristique de l’état de vie. 

Par ce procédé des colorations vitales, on peut s’assurer 
que toutes les cellules renferment un appareil particulier, le 
vacuome, susceptible de se dilater en larges vacuoles et dont 
un caractère important est le pouvoir électif vis-à-vis des colo- 
rants. 

Le vacuome constitue un appareil autonome qui se transmet 
au cours des divisions cellulaires d’une génération à la sui- 
vante : on n'assiste jamais à une néorformation de vacuoles 
au sein d’un cytoplasme normal. 

C'est là une ancienne idée de de Vries que nous avons 
reprise, dégagée de la théorie inexacte du tonoplaste, et qui 
est maintenant solidement étayée, pensons-nous. 

Il est difficile d'admettre que le vacuome soit un simple 
dépôt dans la cellule d’eau et de substances banales : les pro- 
priétés physiologiques très importantes des vacuoles ne pour- 
raient pas s'expliquer s’il en était ainsi. On ne pourrait pas 
comprendre non plus que le vacuome soit un appareil cons- 
tant se transmettant héréditairement, s’il m'était constitué que 


. 
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par un amalgame de produits de déchets et de substances de 
réserve. Nous croyons donc que les propriétés du vacuome 
peuvent s'expliquer par la présence à son intérieur d’une 
substance fondamentale protéique à laquelle le nom de 
métachromatine au sens de M. P.-A. Dangeard doit être con- 
SeTvVé. 

L'aleurone constitue un état particulier du vacuome dans 
la graine ; ses principaux caractères résultent de la situation 
dissociée de cet appareil, de sa déshydratation et de l’impor- 
tante accumulation des matériaux protéiques à son intérieur. 
Les deux premières conditions peuvent se trouver réalisées 
dans un grain de pollen ou même dans un méristème, mais la 
concentration des réserves azotées ne s’y rencontre pas au 
même degré que dans les graines de sorte que l’assimilation 
complète avec l’aleurone ne peut pas être tentée. 

Les formes filamenteuses et réticulées du vacuome se pro- 
duisent lorsque les conditions suivantes sont réalisées à l’inté- 
rieur des tissus : 

1° Un cytoplasme épais ou encombré d’abondanies produc- 
tions figurées telle que l'huile ; 

2° Une substance vacuolaire de consistance demi-fluide ; 

3° Une activité cellulaire intense. Elles ne correspondent 
pas à la présence d’un produit particulier dans le vacuome. 
Ces filaments et ces réseaux ne constituent jamais qu'un état 
transitoire correspondant à une certaine période de l’évolution 
vacuolaire. 

Le vacuome peut se colorer parfois dans son ensemble par 
une méthode mitochondriale (aleurone, réseaux tannifères). 

C’est un exemple de plus du caractère non spécifique de ces 
méthodes. 
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EXPLICATION DES PLANCHES 


Les figures ont été exécutées au moyen de l’oculaire à dessiner de 
Leïtz et l’objectif à immersion homogène de Zeiss, 27m, 


PLANCHE I 


BOURGEONS DE CONIFÈRES (COLORATIONS VITALES). 


1. — Taxus baccala. Portion d’épiderme d’une très jeune 
feuille (bourgeon de novembre) ; une cellule tanni- 
fère dont le vacuome est bleu, trois cellules embryon- 
paires dont le vacuome est violet métachromatique, 
trois cellules embryonnaires dans lesquelles le bleu de 
crésyl n’a pas pénétré. Gr. 1100. 


. 2. — Taxus baccata. Portion d’épiderme dans les mêmes con- 
ditions ; les granules réfringents sont des microsomes. 
Gr. 1100. 
3. — Taxus baccata. Une cellule épidermique isolée (bleu de 
crésyl). Gr. 1200. 
4, 5, 6, 7. — Taxus baccala. Divers aspects des cellules épi- 


dermiques embryonnaires après coloration au bleu de 
crésyl. Gr. 1200. 


8. — Taxus baccata. Deux cellules embryonnaires colorées au 
rouge neutre ; vacuome alcalin. Gr. 1200. 

9. — Taxus baccata. Cellule tannifère colorée au rouge neutre ; 
vacuome acide. Gr. 1200. 

10. — Taxus baccata. Sommet d’un très jeune mamelon fo- 
liaire (août, rouge neutre). Gr. 1000. 

11. — Larix europea. Portion d’épiderme embryonnaire d’une 
jeune feuille (bleu de crésyl). Gr. 1400. 

12. — Larix europea. Deux cellules embryonnaires d’une très 
jeune feuille (rouge neutre). Gr. 1400. 

13. — Larix europea. Deux cellules sous épidermiques en no- 


vembre (rouge neutre) Gr. 1000, 
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Fig. 14. — Larix leptolepis. Deux cellules épidermiques au sommet 
du point végétatif (novembre, rouge neutre). Gr. 1400. 

Fig. 15. — Taxus baccata. Cellule épidermique tannifère de jeune 
feuille en novembre (violet dahlia). Gr. 1000. 

Fig. 16. — Gingko biloba. Cellule épidermique au sommet des 
cotylédons d'une plantule âgée (violet dahlia).: 
Gr. 1000. 

Fig. 17. — Jris (sp.). Cellule épidermique d’une jeune feuille de 
2% ]g. (violet de méthyle). Gr. 1000. 

Fig. 18. — Abies. Cellule épidermique d’une jeune feuille (août, 
vert Janus). Gr. 1000. 

Fig. 19. — Abies. Cellule épidermique embryonnaire d’une jeune 


feuille (août, vert Janus). Gr. 1000. 


PLANCHE II 
BouRGEONS DE CONIFÈRES (COLORATIONS VITALES). 


Fig. 1. — Abies Nordmanniana (bourgeon en septembre). Trois 
cellules épidermiques au sommet du point végétatif ; 
(bourgeon du mois d'août). Vacuome coloré vitale- 
ment ; Plastes ovalaires, inicrosomes arrondis. Gr. 
1200. 

Fig. 2. — Abies Nordmanniana (bourgeon en septembre). Trois cel- 
lules épidermiques à la base d’une très jeune feuille 
{même légende que précédemment). Les éléments du 
vacuome contiennent fréquemment des inclusions qui 
les font ressembler à des grains d’aleurone. Gr. 1500. 

Fig. 3. — Abies Nordmanniana (bourgeon en février). Deux cellules 
épidermiques à la base d’une très jeune feuille après 
coloration vitale au bleu de crésyl ; vacuome coloré 
en violet métachromatique, plastes ovalaires et micro- 
somes. Gr. 1500. 

Fig. 4. — Abies Nordmanniana (bourgeon en février). Cellule épi- 
dermique, tannifère, colorée au bleu de crésyl ; va- 
cuome coloré en bleu, plastes et microsomes (bour- 
geon en février). Gr. 1500. 

Fig. 5. — Abies Nordmanniana (bourgeon en février). Cellule du 
parenchyme à la base de la feuille : vacuome tannifère 
en bleu, formant deux vacuoles séparées, plastes et 
microsomes. Gr. 1500. 

Fig. 6 et 7. — Picea excelsa. Deux cellules épidermiques au som- 
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met du point végétatif ; vacuome coloré par le rouge 
neutre, plastes fusiformes et microsomes. Gr. 1200. 


Fig. 8. — Picea excelsa. Deux cellules épidermiques d’une très 
jeune feuille. Vacuome en réseau, seul figuré. Gr. 
1000. 

Fig. 9. — Cedrus Libani. Deux cellules épidermiques au sommet du 


point végétatif. Vacuome en sphérules séparées ; 
plastes ovalaires, microsomes arrondis. Gr. 1000. 

Fig. 10. — Torreya nucifera (bourgeon au printemps). Deux cel- 
lules épidermiques au sommet du point végétatif. Cel-. 
lules sous épidermiques d’une très jeune feuille. Va- 

- cuome en réseau, plastes ovalaires, quelques-uns en 

division. Gr. 1000. 

Fig. 12. — Gingko bilcba. Deux cellules épidermiques d’une feuille 
très petite ; vacuome coloré, plastes en bâtonnets, mi- 
crosomes. Gr. 1000. 


Fig. 13. — Gingko bibola. Deux cellules épidermiques d’une feuille 
très petite ; éléments comme plus haut. Gr. 1000. 
Fig. 14. — Pinus maritima. Cellule de la genmule (embryon de la 


graine). Grains d’aleurone colorés, cytoplasme bourré 
de granulations. Gr. 1000. 
D 


Fig. 15. — Pinus maritima. Cellule de la gemmule (plantule ; long. 
racine = 1°) ; vacuome en réseau fin, plastes très 
allongés, microsomes. Gr. 1000. 
Fig. 16. — Pinus maritima. Cellule proche des initiales de la radi- 
4 cule (plantule jeune) ; vacuome seul figuré. Gr. 1000. 
Fig. 17. — Pinus marilima. Cellule du méristème vasculaire (plan- 
tule jeune). Vacuome seul figuré. Gr. 800. 
Fig. 18. — Pinus maritima. Cellule d’épiderme d'une très jeune 


feuille primordiale (plantule très jeune). Réseau va- 
cuolaire coloré au bleu de crésyl. Gr. 1000. 


PLANCHE IIT 


ALEURONE DU PIN MARITIME 


(Colcrations vitales au rouge neutre et au bleu de crésyl.) 
Fig. 1. — Portion de l'épiderme du cotylédon, dans la graine 
mûre ; grains d’aleurone colorés en rouge orangé, 
sphérules d'huile, noyau représenté par un contour 
(coloration vitale au rouge neutre). Gr. 1000. 
Fig. 2. — Une cellule épidermique du cotylédon isolée ; grains 
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d’aleurone violacés (coloration vitale au bleu de cré- 
syl). Gr. 1000. 

— Cellule du parenchyme de l'écorce cotylédonnaire, dans 
la graine (coloration vitale au bleu de crésyl). Gr. 
1000. 

— Cellule épidermique du cotylédon de la très jeune 
plantule ; grains d’aleurone déformés, métachroma- 
tiques (coloration vitale au bleu de crésyl). Gr. 1000. 


. D et 6. — Cellules épidermiques des colylédons dans une 


plantule un peu plus âgée ; vacuome filamenteux 
(coloration vitale au rouge neutre). Gr. 1000. 

— Deux cellules épiderrniques des cotylédons chez une 
plantule dont la racine a 1/2 centimètre de long ; 
vacuome en réseau rouge orangé ; noyau invisible 
par suite de l'abondance des goultelettes d'huile (colo- 
ration vitale au rouge neutre). Gr. 1000. 


. — Deux cellules épidermiques, au sommet de l’hypocotyle, 


chez une plantule de même âge que précédemment ; 
vacuome violet, métachromatique (coloration vitale 
au bleu de crésyl). Gr. 1000. 

— Cellule épidermique à l'extrémité du cotylédon, chez 
une plantule de même âge que précédemment (colo- 
ralion vitale au bleu de crésyl). Gr. 1000. 


. 10 et 11. — Deux cellules épidermiques des colylédons chez 


une plantule plus âgée (long. racine = 3%) le vacuome 
est tannifère et n’est plus métachromatique (colo- 
ration vitale au bleu de crésyl). Gr. 1000. 

— Cellule épidermique de l’hypocotyle chez une plantule 
de même âge que précédemment ; vacuome formant 
une seule grande vacuole dans laquelle sont précipités 
des globules plus colorés (coloration vitale au bleu de 
crésyl). Gr. 800. 

— Cellule épidermique de l’hypocotyle chez une plantule 
jeune, long. racine — 1/2 cm.) ; vacuome coloré 
naturellement par l’anthocyane, plastes amylifères, 
microsomes (observ. vitale). Gr. 1000. 


4. — Cellule épidermique de l’hypocotyle chez une plantule 


plus âgée (long. racine = 3%) ; vacuome coloré par 
de l’anthocyane. Gr. 800. 
— Plantule très jeune provenant d’une graine à coque 
intacte, colorée vitalement par le rouge neutre. Gr. 3. 
— Plantule un peu plus âgée ; mêmes conditions. Gr. 3. 


PLANCHE IV 
AÂLEURONE DES GYMNOSPERMES 
Fig. 1, 2, 3, 4, 5. — Cedrus Libani. Cellules épidermiques dont le 


vacuome est coloré vitalement au rouge neutre. Les 
sphérules dans le cytoplasme représentent de l'huile. : 


Fig. 1. — Cellule épidermique d’un cotylédon chez une plantule 
très jeune (coque non ouverte). Gr. 800. 

Fig. 2 et 3. — Mêmes conditions que précédemment ; fusion de 
grains d’aleurone. Gr. 800. 

Fig. 4. — Même plantule ; base du cotylédon ; vacuome précipité 
sous forme de granulations rouges. Gr. 800. 

Fig. 5. — Plantule âgée (long. rac. = 3°) ; sommet du cotylédon, 
vacuome en réseau orangé. Gr. 800. 

Fig. 6, 7, 8. — Cupressus sempervirens. Cellules épidermiques des 
cotylédons (coloration vitale au rouge neutre). Gr. 800. 

Fig. 6. — Face externe du cotylédon (plantule très jeune, coque 


non ouverte). 


Fig. 7. — Sommet du cotylédon (plantule plus âgée, long. rac. 
1020) 

Fig. 8. — Base du cotylédon (même plantule). 

Fig. 9, 10, 11. — Thuia orientalis. Trois cellules épidermiques 
montrant des stades successifs de l’évolution de l’aleu- 
rone. Gr. 800. 

Fig. 9. — Cotylédon, plantule dont la racine émerge au dehors. 

Fig. 10. — Hypocotyle, même plantule. 

Fig. 11. — Hypocotyle, même plantule, cellule tannifère. 

Fig. 12. — Cupressus horizontalis. Cellule épidermique, face 
externe du cotylédon (bleu de crésyl). Gr. 1000. 

Fig. 13. — Picea excelsa. Cellule épidermique de l’hypocotyle, 
(plantule dont la racine apparaît au dehors, rouge 
neutre). Gr. 1000. 

Fig. 14, 15, 16. — Larix europea. Cellules épidermiques des coty- 
lédons (coloration vitale au rouge neutre). Gr. 800. 

Fig. 14. — Plantule très jeune (coque non ouverte). 

Fig. 15. — Même plantule, base du cotylédon. 

Fig. 16. — Plantule un peu plus âgée (long. rac. = 1/2 cm..). 


Fig. 17. — Gingko bibola. Cellule épidermique d’un cotylédon 
(plantule de la graine, rouge neutre). Gr. 1000. 
Fig. 18. — Taxus baccata. Cellule épidermique d’un cotylédon 


(graine en terre depuis un mois, rouge neutre). 
Gr. 1000. 

19. — Cupressus sempervirens. Face externe du cotylédon 
(tubes sécréteurs sous épidermiques, colorés vitale- 
ment au rouge neutre). Gr. 10. 


20. — Cupressus sempervirens. Très jeune plantule dont l’épi- 
derme est coloré vitalement par le rouge neutre. 
Grre 

2]. — Thuia orientalis. Même légende Gr. 2. 

29, —_ Cedrus Libani. Même légende Gr. nat. 


PLANCHE V 


MATURATION DE L'ALBUMEN DU RICIN 


1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,8 — Cellules périphériques d’albumen 
colorées vitalement au rouge neutre. 
1. — Graine très jeune ; grande vacuole, sphérules d'huile 


dans le cytoplasme. Gr. 1000, 

. — Graine un peu plus âgée (coque incolore), vacuole frag- 
mentée. Gr. 1000. 

3 et 4. — Graine à coque blanchâtre commençant à durcir ; 
Stades de fragmentation du vacuome, huile abon- 
dante. Gr. 1200. 

et 6. — Graine à coque noire, un peu dure ; vacuome en 
réseaux variés au sein d’un cytoplasme très riche en 
huile. Gr. 1000. 

7. — Graine de même âge ; vacuome divisé en boules de gros- 

seur inégale ; huile très abondante. Gr. 1000. 


(AS) 
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8. — Graine à coque noire et très dure (maturité) ; vacuome 
formé par de nombreux grains d’aleurone isolés dans | 
un cytoplasme très chargé d'huile. Gr. 1000. 

9, 10, 11, 12. = Cellules de la masse de l’albumen. 

9, — Albumen très jeune ; très grande vacuole aqueuse. 

10. — Graine à coque noirâtre, fragile ; observation directe à 
sec. Vacuoles séparées sans inclusions. Gr. 700. 

11. — Graine à coque noirâtre et dure ; mêmes conditions ; 


grains d’aleurone au début de la formation des inclu- | 
sions. Gr. 700. | 
12. — Graine à coque noire très dure (un peu avant maturité) ; 
grains d’aleurone achevés. Gr. 800. 
13. — Même graine. Grains d’aleurone de deux tailles très 


— 
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L différentes ; les plus petits n’ont pas d'inclusions. 

Gr. 600. 

Fig. 14. — Deux vacuoles aleuriques au moment de la naissance 
des inclusions dans le suc vacuolaire. Gr. 1000. 

Fig. 15. — Coupe en long d'un albumen jeune ; deux zones dans 
l’albumen, externe opaque, interne hyaline. Gr. 2,5. 

Fig. 16 et 17. — Deux vacuoles aleuriques colorées au bleu de 
crésyl après fixation Regaud (graine müre). Gr. 1000. 

Fig. 18. — Vacuole aleurique d’une cellule d’albumen colorée vita- 
lement au bleu de crésyl. Gr. 1000. 

Fig. 19. — Coupe transversale d’une graine très jeune (schéma) ; 
albumen autour d’une cavité centrale (reste du sac 
embryonnaire), téguments de l’ovule. Gr. 8. 


PLANCHE VI 
GERMINATION DU RIGIN 


Fig. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8. — Cellules périphériques d’albumen, 
observées dans des albumen de la graine (1) et dans 
des germinations de plus en plus âgées (2, 3, 4, 5, 
6, 7). Colorations vitales au rouge neutre sauf pour la 
fig. 4 colorée au bleu de crésyl. 


Fig. |. — Graine mûre ; grains d'’aleurone isolés et colorés au 
milieu d’un cytoplasme riche en huile. Gr. 1000. 

Fig. 2. — Graine demeurée six jours en terre, coque ouverte ; grains 
d’aleurone déformés. Gr. 1006. 

Fig. 3. — Graine germée, racine apparaît au dehors ; vacuome en 
réseau. Gr. 1000. 

Fig. 4. — Même stade, vacuome réticulé coloré par le bleu de 
crésyl. Gr. 800. 

Fig. 5. — Graine germée (long. rac. — 1/2 cm.) ; vacuome demi- 
fluide en gros cordons. Gr. 800. 

Fig. 6. — Graine germée (long. rac. = 1°”) ; vacuome en grosses 
sphères. Gr. 800. 

Fig. 7: — Graine germée (long. rac. = 3%) ; le vacuome forme une 


très grosse vacuole ; l'huile est encore assez abon- 
dante. Gr. 800. 
Fig. 8. — La Plantule est âgée et l’albumen presque complètement 
digéré. Une grande vacuole de suc acide. Globules du 
cytoplasme réduisant peu l'acide osmique. Gr. 800. 
Fig. 9, 10, 11. — Cellules de la masse de l’albumen. 


Dangeard 17 


Fig. 


Fig. 


Fig. 


Fig. 


Fig. 


de 


10. 


ne 


12° 


| ; 


— Graine germée : vacuome formé de grains d'aleurone 


{ypiques légèrement gonflés. Gr. 600. 


_— Graine germée (rac. appar. au dehors). Etats divers des 


vacuoles aleuriques tels qu'on les trouve parfois dans 
une même cellule. Gr. 600. 


— Graine germée (long. rac. = 1°). Cellule voisine de la 


périphérie. Grande Has unique. Gr. 800. 


_— Etats divers de la transformation des grains d’aleurone 


2) 


ee) 


3 
25) 


en vacuoles. (a) Vacuole peu modifiée ; (b) les inclu- 
sions fragmentées sont localisées sur Ë paroi vacuo- 
laire ; (ec) précipitation à la surface des inclusions et 
en deux points de la paroi vacuolaire ; (d) fusion de 
deux vacuoles entre elles. Gr. 1000 


PLANCHIE VII 
ALEURONE DES GRAMINÉES 


5, 6, 7, 8 — Blé (germination de 48 h,). — (1) 
Coupe de radicule, colorée vitalement au rouge neutre. 
ar. 30. — (2) Extrémité de radicule dont l’épiderme 
est coloré vitalement. Gr. 20. — (3) Cellule épider- 
mique d'une petite radicule au voisinage de la coiffe. 
Gr. 1000. — (4) Deux cellules évidermiques plus éloi- 
gnées de la coiffe ; vacuome filamenteux. Gr. 1000. — 
(5) Cellule épidermique un peu avant la division. 
Gr. 1000. — (6) La division est presque achevée. 
Gr. 1000, — (7) Cellule épidermique, encore plus éloi- 
gnée de la coiffe; vacuome en gros filaments. 
Gr. 1000. — (8) Cellule épidermique à la base d’une 
petite radicule ; l’évolution vacuolaire est achevée 
grande vacuole unique. Gr. 800. 


7 


9. — Blé (germination de 3 jours). Cellule épidermique à 


15. 


quelques millimètres de la coiffe. Gr. 800. 


— Blé (germination de 8 h.). Cellule épidermique d’une 


jeune feuille. Gr. 1200, 


— Blé (germination de 48 h.). Cellule épidermique d’une 


jeune feuille, Gr. 1200. 


— Blé (germination de 3 jours). Cellule épidermique, base 


et milieu du limbe. Réseaux vacuolaires, plastes ova- 
laires et microsomes. Gr. 1000. 


— Blé (de 48 h.). Cellule jeune de la coiffe, Gr. 1200. 


90 re 


Fig. 11. — Blé (germination de 48 h.). Cellule adulte de la coiffe 
au stade où celle-ci se détache. Gr. 1000. 

Fig. 195. — Blé (de 48 h.). Cellule du méristème vasculaire. 
Gr. 1000. : 

Fig. 16. — Blé (germination de 48 h. vue par la face supérieure). 

GENS. 

PLANCHE VIII 
ALEURONE DES GRAMINÉES 

Fig. 1. — Orge. Coupe longitudinale d'une radicule colorée vitale- 
ment au rouge neutre. Gr. 20. 

Fig. 2. — Orge. Radicule dont l’épiderme est coloré vitalement. 
Gr. 20. 

Fig. 3. — Orge. Deux cellules épidermiques de la radicule (germi- 
nation de 3 heures). Vacuome coloré vitalement seul 
figuré. Gr. 1000. 

Fig. 4. — Orge (germination de 24 h.). Cellule épidermique à 
quelques millimètres du sommet de la radicule. Va- 
cuome formé de gros filaments. Gr. 1000. 

Fig. 5. — Orge (germination de 24 h.). Cellule épidermique de la 
radicule un peu plus éloignée du sommet. Grandes 
vacuoles. Gr. 1000. 

Fig. 6. — Orge (germination de 4 h.). Cellule épidermique d'une 
très jeune feuille. Gr. 1000. 

Fig. 7. — Orge (germination de 241 h.). Cellule épidermique de 
jeune feuille, à la base de celle-ci. Gr. 1000. 

Fig. 8. — Orge (mêmes conditions). Cellule épidermique de jeune 
feuille. Réseaux vacuolaires. Gr. 1000. 

Fig. 9. — Orge (mêmes conditions). Cellule épidermique au som- 
met de la jeune feuille. Grandes vacuoles, plastes amy- 
lifères et microsomes. Gr. 800. 

Fig. 10 et 11. — Orge (mêmes conditions). Cellules du méristème 
vasculaire, 10, très près des initiales. 11, un peu plus 
éloignée des initiales. Gr. 1000. 

Fig. 12, 13, 14, 15. — Cellules des assises protéiques colorées vita- 
lement. 12, Orge de 3 jours. 13, Avoine de 3 jours. 
11, Blé de 48 heures. 15, Maïs, germination avancée. 
Gr. 800. 

Pis ICO MIT OS 19, -2027,,22,123.:— Cellules ‘épidermiques : du 


scutellum. 16, Orge de 24 h. Grains d’aleurone et 


quelques masses vacuolaires. Gr. 1000. 17, Orge, plan- 
ltule âgée, réseau vacuolaire autour du noyau. Gr. 
1000. IS, Avoine de 24 h., coupe transversale. Gr. 800. 

Avoine, graine. Deux cellules vues de face, colo- 
ralion vitale des noyaux. Gr. 800. 20, Avoine de 48 h. 
Cellule de face. Gr. si 21, Maïs, jeune germination, 
cellule vue de face. Gr. 1000. 22, Blé de 48 h. Cellule 
vue de face. Gr. 1000 * 23, Blé, plantule âgée. Gr. 700. 


— Orge. Cellule de l’assise protéique (germination avan- 


cée). Dégénérescence, vacuole unique. cytoplasme très 
granuleux. Gr. 600. 


PLANCHE IX 


POLLEN DES GYMNOSPERMES 


(Toutes les figures représentent des colcralicns vilales au moyen 


Fig. 


de rouge neutre.) 


Taxus baccata. Pollen le 14 février ; grande vacuole et 
noyau pariélal ; dans le cytoplasme, plastes à amidon 
microsomes. Gr. 1000. 

Taxus baccata. Pollen un peu avant maturité ; exine bri- 
sée, membrane interne gonflée et colorée ; vacuome 
formé de sphérules distinctes et noyau central ; des 
granulalions cytoplasmiques. Gr. 1000. 

l'axus baccala. Pollen mûr ; coque non éclatée. Gr. 1000. 

Taxus baccala. Pollen mûr ; membrane interne démesu- 
rément gonflée et colorée ; très nombreuses sphérules 
vacuolaires. Gr. 1000. 

Cephalolaxus Fortunei. Pollen le 4 avril avant maturité ; 
cellule unique, noyau central, grains d’amidon par- 
fois composés, sphérules vacuolaires, microsomes à la 
périphérie. Gr. 1000. 

Cephalctaxus Ferltunet. Division d'un grain de pollen ; 
chromosomes distincts, sphérules vacuolaires. Gr. 
1000 

Cephalctaxus Forlunei. Pollen mûr le 1* mai. Cellule 
végétative ; grains d’amidon et sphérules vacuolaires : 
cellule générative : grains d’amidon et réseau vacuo- 
laire alcalin. Gr. 1000. 

Cephalolaxzus Fortunei. Cellule générative isolée : réseau: 
vacuolaire alcalin. Gr, 1200, 


Fic. 


Fig. 
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9. — Biola ocrientalis. Pollen mûr. Exine rejetée sur le côté ; 
membrane interne gonflée et colorée ; dans les deux 
cellules, autour du noyau, amidon, vacuoles el micro- 
somes à la périphérie. Gr. 1000. 


16. — Bicta ocrientalis. Cellule générative seule nt 
réseau vacuolaire alcalin, amidon, microsomes. Gr. 
1100. 

11. — Biola ortentalis. Même légende que précédemment. 
Gr. 1400. 

12. — Cupressus Lcwsonia. Pollen mûr bicellulaire à l’inté- 


rieur de sa membrane gélifiée, Notation comme pour 


lis 29 0r 4000; 


13. — Cupressus Lawsonia. Cellule générative isolée ; sphé- 
rules vacuolaires alcalines. Gr. 1400. 

14. -— Cupressus Lawsonia. Cellule générative ; vacuome fila- 
menteux. Gr. 1400. 

1. — Gingko biloba. Pollen à la première division de matura- 
tion. Gr. 1000. 

16. — Gingko biloba. Deuxième division de maturation. 
Gr. 1000. 

17. —— Gingko biloba. Grain de pollen mûr. Sphérules vacuo- 


laires colorées. Gr. 1000. 


PLANCHE x 
* BOURGEONS DE (GYMNOSPERMES 


1. — Cedrus Libani. Coupe du point de végétation en sep- 
tembre, traitée par l'acide osmique. Zones tannifères 
en noir. Gr. 50. 
— Cedrus Libani. Sommet du cône végétatif (acide 
osmique). Gr. 50 


3. — Cedrus Libani. Jeune feuille dont l’épiderme est déjà 
totalement tannifère (acide osmique). Gr. 50. 
A et 5, — Cedrus Libani. Deux très jeunes feuilles au stade 
où commence l'élaboration du lannin (acide osmique). 
Cr 50! 
. 6. — Cedrus Libani. Deux cellules épidermiques ; réseaux tan- 


nifères (acide osmique). Gr. 1000. 

—- Cedrus Libani. Trois cellules épidermiques provenant de 
la feuille (4) ; trois états du vacuome tannifère (acide 
osmique). Gr. 800. 


1 


Fig. 


NON 


S. — Cedrus Libani. Deux cellules provenant du sommet du 


point végétalif ; plastes el microsomes (in vivo). 
Gr. 1000. 


9. — Cedrus Libani. Cellule épidermique d'une très jeune 


it), 


16. 


re 


18. 


119: 
20. 


ES 


feuille. Grains de tannin précipités dans un réseau 
vacuolaire (acide osmique). Gr. 800. 

Cedrus Libani. Portion d'épiderme dans une très jeune 
feuille du printemps (acide osmique). Gr. 1000. 

Cedrus Libani. Cellule sous épidermique ; jeune feuille 
du printemps (acide osmique). Gr. 1000. 

Larix lepiclepis. Portion du point végétatif. Gr. 40. 

Lürix leptolepis. Cellule épidermique tannifère de jeune 
feuille (acide osmique). Gr. 1500. 

Larix leptolepis. Deux cellules épidermiques au som- 
met du cône végétatif. Plastes allongés, microsomes. 
Cr CU: 

Taxus baccata. Deux cellules épidermiques ; à gauche, 
cellule embryonnaire ; à droite cellule tannifère (acide 
osmique). Gr. 1500. 

Taxus baccala. Trois cellules épidermiques de jeune 
feuille ; deux cellules embryonnaires, une cellule tan- 
nifère à vacuome réfringent (in vivo). Gr. 1500. 

Taxus bacceta. Portion du point végétatif. Gr. 60. 


— Torreya nucifera. Sommet du point végétatif en sep- 


tembre (in vivo). Gr. 15. 
Taxus baccala. Jeune feuille (acide osmique). Gr. 60. 
Cedrus Libani. Portion du sommet du point végétatif 
(Pousse longue). Gr. 60. 


PLANCHE XI 
BoOURGEONS DE GYMNOSPERMES 


Abies Nordmanniana (bourgeon de septembre). Portion 
d’épiderme de jeune feuille ; trois cellules embryon- 
naires et trois cellules tannifères, à droite ; plastes et 
microsomes (in vivo). Gr. 1200. 

Abies Nordmanniana. Jeune feuille non colorée (in vivo) 
Gr. 60. 

Abies Nordmanniana. Jeune feuille après action de l’acide 
osmique. Gr. GO, 

Abies Nordmanniana. Portion de cône végétatif en sep- 
tembre. Gr. 30. 
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Fig. 5. — Abies Nordmanniana. Portion du cône végétatif, coupé 
et traité par l'acide osmique. Gr. 30. 
Fig. 6. — Abies Nordmanniana. Cellule épidermique de jeune 


feuille ; vacuome tannifère en noir (acide osmique). 
Gr. 1200. 


Fig. 7, — Abies Nordmanniana. Cellule épidermique de jeune 
feuille vivante ; vacuome filamenteux réfringent. 
Gr. 1200. 

Fig. 8. — Picea excelsa (bourgeon de septembre). Portion d'épi- 


derme ; cellules embryonnaires, plastes allongés et 
microsomes. Gr. 1000. 


Fig. 9. — Picea excelsa. Trois jeunes feuilles (in vivo). Gr. 60. 

Fig. 10. — Picea excelsa. Cellule épidermique ; réseau vacuolaire 
tannifère (acide osmique). Gr. 1000. 

Fig. 11. — Picea excelsa. Cône végétatif (septembre). Gr. 30. 

Fig. 12. — Picea excelsa. Quatre cellules épidermiques de jeune 


feuille (avril) ; deux cellules embrvonnaires et deux 
cellules tannifères à vacuome réfringent (in vivo). 
Gr. 1200. 

Fig. 13. — Picea excelsa. Cellule épidermique de jeune feuille ; 
réseau tannifère (acide osmique). Gr. 1000. 


PLANCHE XII 


Frx: ï SGAUD, COLORATION A L'HÉMATOXYLINE FE QUE 
FrxaTIoN REGAUD, COLORATIO L'HÉMATOXYLINE FERRIQUE 


Morte, 94) 50, 7, 89,210. — Cellulés: dé plantules ‘du 
Pinus marilima. 
Fig.1. — Graine mûre ; cellule épidermique du cotylédon. Cyto- 


plasme à disposition alvéolaire ; espaces clairs occupés 
«in vivo » par de l'huile. Granulations sur les trabé- 
cules cytoplasmiques (plastes « pro parte »). Aleurone 
dont la protéine est précipitée de façon variable. 
Gr 1200: 

Fig. 2. — Graine mûre ; groupe de quatre cellules dans le massif 
initial de la radicule. Tous les éléments colorables du 
cytoplasme sont granuleux : les plus gros représentent 
des grains d’aleurone. Gr. 1000. 


Fig. 3. — Graine mûre ; cellule du massif initial de la gemmule. 
Grains d’aleurone, plastes et réseau cytoplasmique. 
Gr. 1000. 


Fig. 4. — Graine mûre ; cellule de parenchyme. 


Fig. 


Fig. 


Fig. 


Fig. 


Frot 


6. — 


—] 


mi + 


Grains d’aleurone de tailles diverses : les plus gros 
sont à inclusions, les plus petits dépourvus d'inclu- 
sions sont colorés en totalité. Cytoplasme alvéolaire 
avec cavités anciennement occupées par de l'huile. 


Gr. 1000. 


Graine germée, dont la coque n'est pas ouverte. Cellule 


parenchymateuse de l'hypocotyle ; plastidome gra- 
nuleux ; aleurone ; les espaces clairs dans le cyto- 
plasme correspondent soit à des vacuoles aleuriques, 
soit à des lacunes huileuses. Gr. 1000. 


Graine germée, mêmes conditions. Epiderme des coty- 


lédons. Petits grains d'aleurone encore intacts. Gra- 
nulations sur le réseau cytoplasmique. Gr. 1000. 


Graine germée, mêmes conditions. Cellule du paren- 


chyme des cotylédons. Aleurone, plastes porteurs 
d'amidon et microsomes. Gr. 1000. 


Graine germée, mêmes conditions. Parenchyme des coty- 


lédons. Aleurone, Plastes, microsomes, espaces 
.d'huile. Gr. 1000. 


Graine germée, plantule dont la racine à 1°. de long. 


Parenchyme, base des cotylédons. Mitoplastes por- 
teurs d'amidon ; microsomes non différenciés. Gr. 


1000. 


10. — Graine germée, coque de la graine non ouverte. Portion 


d'un tube sécréteur correspondant à l'emplacement 
de son noyau. Cellules de parenchyme qui le bordent. 
(Extrémité de la radicule.) 

Dans le tube sécréteur, des mitoplastes porteurs 
d'une vésicule claire se trouvent, ainsi que des micro- 
somes, dans une mince couche de cytoplasme pariétal : 
vacuoles à fin précipité granuleux peu coloré ; noyau 
très gros, à nucléoles alignés ; autour du noyau, le 
cytoplasme abondant occupe tout l’espace libre. Gr. 
600. 


IT et 12. — Cedrus Libani. (11) Cellule épidermique d’une 


13 et 


[ 


F4 


Fe 


très jeune feuille en septembre. Réseau vacuolaire tan- 
nifère coloré dans ses plus petits détails. Plastes allon- 
gés dans le cytoplasme. (12) Cellule de parenchyme 
montrant un réseau vacuolaire coloré. Gr. 1200. 

— Abies Nordmanniana. (13) Cellule épidermique 
d'une très jeune feuille en septembre. Réseau vacuo- 


— 265 — 


laire coloré et plastes. (14) Cellule de parenchyme, 
boules vacuolaires colorées et plastes. Gr. 1200. 

Fig. 15, 16, 17. — Larix leptolepis. (15) Cellule épidermique d’une 
très jeune feuille en octobre. Canalicules vacuolaires 
incolores, plastes allongés. (16) Cellule de parenchyme 
jeune ; nombreuses sphérules colorées précipitées dans 
le vacuome ; plastes allongés et flexueux. (17) Cellule 
de parenchyme adulte : vacuome dilaté renfermant 
des corpuscules de nature phénolique, plastes globu- 
leux. Gr. 1500. 

Fig. 18. — Pin maritime (Plantule dont la racine a 1° de long). 
Cellule de l'écorce hypocotylaire. Reste de matière 
aleurique dans les grandes vacuoles, Gros plastes por- 
teurs de grains d'amidon volumineux. Microsomes. 


Gr. 1000. 


PLANCHE XIIT 
CELLULES FIXÉES ET COLORÉES PAR LA MÉTHODE DE REGAUD. 


Fig. 1. — Ricinus communis. Cellule d’albumen un peu avant ma- 
turité. Grains d’aleurone dont la protéine se précipite 
de façon diverse autour des inclusions. Noyau étoilé ; 
cytoplasme alvéolaire avec plastes. Gr. 800. 

Fig. 2. — Ricinus communis. Cellule d’albumen un peu avant ma- 
turité (assise sous jacente aux cellules périphériques). 
Grains d’aleurone homogènes ou contenant une seule 
inclusion (cristalloïde). Les plastes sont décolorés. 
Gr. 800. 

Fig. 3. — Ricinus communis. Portion du cytoplasme dans un albu- 
men avant maturité (cellule profonde). Grains d’aleu- 
rone de deux tailles très différentes ; les gros ont leur 
protéine précipitée et très colorée, les petits peuvent 
être homogènes. Gr. 1200. 

Fig. 4. — Ricinus communis. Cellule profonde d’albumen après 
gérmination (long. rac. plant. = 1/2 cm.) ; aleurone 
transformée en vacuoles contenant des corpuscules 
précipités. Gr. 800. 

Ricinus communis. Cellule de la périphérie de l’albu- 
men en coupe transversale (graine. mûre). Grains 
d’aleurone homogènes. Gr. 1000. 3 

Fig. 6 et 7. — Ricinus communis. Deux grains d’aleurone isolés 
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(graine mûre, cellule profonde) ; dans l’un, grains de 
protéine précipités et très colorés. Gr. 1200. 

Fig. 8. — Ricinus communis. Cellule profonde d'albumen (long. 
rac. plant. = 1/2 cm.). Une seule vacuole contenant 
des précipitations colorées autour du restant des inclu- 
sions et sur la paroi vacuolaire ; plastes. Gr. 800. 

Fig. 9, 10, 11, 12. — Ricinus communis. Quatre vacuoles aleu- 
riques provenant d'un albumen germé ; digestion des 
inclusions et précipitations diverses. Gr. 1000. 

Fig. 13. — Ricinus communis. Cellule d'albumen mûr (cellule pro- 
fonde). Grains d’aleurone de déux tailles différentes ; 
plastes et microsomes. Gr. 800. 

Fig. 4. — Pinus maritima. Cellule de la radicule, près des initiales. 
Noyau à la prophase ; mitoplastes, vacuoles conte- 
nant des corpuscules colorés. Gr. 1200. 

Fig. 15. — Pinus maritima. Cellule allongée du faisceau procam- 
bial de la radicule ; plastes divers dont certains éla- 
borent de l’amidon ; vacuoles irrégulières résultant 
de Ja modification d’un réseau sous l’action du fixa- 
teur. Gr. 1200. 

Fig. 16. — Gingho biloba. Grain de pollen avant les divisions de 
maturation (Regaud). Petites vacuoles claires, plastes 
noirs, microsomes non différenciés. Gr.'1000. 

Fig. 17. — Cephelotaxus Fortunei. Grain de pollen après les divi- 
sions réductrices. Réseau vacuolaire clair, plastes et 
microsomes. Gr. 1000. 

Fig. IS. — TFaxus baccala. Grain de pollen une quinzaine de jours 
avant maturalion ; grandes vacuoles claires ; plastes 
noirs, microesomes non différenciés. Gr. 1000. 

Fig. 19. — Cephalotaxus Fortunei. Coupe au travers de grains de 
pollen, encore réunis en tétrades. Gr. 1000. 


PLANCHE XIV 


CELLULES FIXÉES ET COLORÉES PAR LES MÉTHODES DE REGAUD 
ET DE LAGUESSE 


Fig. 1. — Portion d’un tube sécréteur chez une très jeune plan- 
tule de Cedrus Libani (coque non ouverte). La région 
figurée est celle qui renferme le noyau. Dans le cylo- 
plasme : plastes allongés, parfois porteurs d’une vési- 
cule incolore et microsomes granuleux et très nom- 


rs 


His. 


Fig 


Fig. 


Fig. 
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breux. Vacuome comprenant de grandes vacuoles à 
sécrétion dont le contenu est précipité et de petites 
sphérules ayant noirci par l'effet de l'acide osmique 
(méthode J. de Laguesse). Gr. 1000. 
— Portion d'un tube sécréteur chez un embryon de la graine 
de Cedrus Libani. La région figurée renferme le 
noyau. Dans le cytoplasnie, éléments allongés ou en 
courts bâtonnets, rarement granuleux (plastes). Les 
microsomes manquent. Vacuome formé de boules de 
erosseurs variables, homogènes, jaune d’or, non colo- 
rées par l'hématoxyline (méthode de Regaud). Gr. 
1000. 
— Cellule sous épidermique de l’hypocotyle dans un em- 
bryon de graine chez le Pinus marilima. Cytoplasme 
alvéolaire (les alvéoles contenaient de l'huile « in 
vivo »). Granulalions sur la trame (plastes) ; grains 
d’aleurone (méthode de Regaud). Gr. 1500. 
—- firains d’aleurone de la cellule précédente vus à un gros- 
sissement supérieur. Il y a parfois un dépôt coloré sur 
la paroi vacuolaire (précipitation partielle de la pro- 
téine et non. pas écorce mitochondriale). Gr. 3000. 
. — Grain de pollen de T'axus baccala un peu avant la matu- 
rité. Vacuome en réseau clair. Plastes globuleux (mé- 
ihode {. de Laguesse). Gr. 2000. 

. — Même exemple, presque mür. Cytoplasme alvéolaire (mé 
thode J. de Laguesse). Gr. 2000. 
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Recherches sur les Tubercules radicaux 
des Légumineuses 


par M. P.-A. DANGEARD 


On sait l’importance que présente dans la pratique agricole 
la propriété que possèdent les Légumineuses de fixer l'azote de 
l'air par l'intermédiaire des tubercules qui se forment sur leurs 
racines : aussi dit-on que les Légumineuses sont des plantes amé- 
liorantes. 

Mais si le résultat d’une culture de Sainfoin, de Trèfie ou de 
Luzerne est un enrichissement du sol en azote, on est loin de con- 
naître toutes les données du problème, malgré les innombrables 
travaux publiés sur ce sujet depuis une soixantaine d’années. 

Il ne faut pas trop s’en étonner, car il est peu de questions aussi 
complexes que celle de la symbiose chez les Légumineuses : elle 
exige pour être résolue ou du moins abordée fructueusement, non 
seulement l’aide des praticiens, mais aussi des concours variés : 
elle touche, en effet, sur de nombreux points à la physiologie, à 
la bactériologie, à l’anatomie et à l’histologie. 

Aussi, ce mémoire, malgré son étendue, est-il forcément incom- 
_plet; je me suis efforcé surtout de déblayer le terrain de notions 
fausses et devenues cependant malheureusement classiques 
j'ai essayé d’éclaircir le problème de l’entrée du parasite dans 
. les tissus et du mode de contamination des cellules : j’ai tenté 
de saisir quelques-unes des réactions de la cellule et de son para- 
site avant d'envisager la résultante de ces interactions pour la 
plante et pour le sol qui la porte. Cette contribution pourra 
peut-être servir de point de départ à de nouvelles recherches dans 
lesquelles la pratique agricole et la science seront également 
intéressées. 


HISTORIQUE 


Quelques auteurs, en particulier de Vries, ont admis que les 
tubereules radicaux des Légumineuses se forment sans aucune 
intervention d’un organisme étranger de nature parasitaire : mais 
cette opinion est depuis longtemps abandonnée. 

On s’accorde maintenant pour attribuer la production de ces 
tubereules à un parasite ou à un symbiote et si la discussion dure 
encore à l’heure actuelle, elle ne porte plus que sur les modalités de 
cette intervention et la nature exacte de l'organisme en cause. 

C’est qu’en effet, on rencontre à l’intérieur de ces renflements 
deux sortes de formations d'apparence bien distinctes et qui l’une 
et l’autre ont exercé la patience et la sagacité d’un très grand 
nombre d’observateurs : les unes, qui ont un aspect filamen- 
teux et ressemblent à un mycélium, parcourent les espaces inter- 
cellulaires et envoient çà et là des prolongements à l’intérieur 
même des cellules : les autres sont des bâtonnets, plus ou moins 
ramifiés, qui se trouvent en grande abondance dans les cellules 
hypertrophiées des renflements et que l’on désigne en général 
sous le nom de « bactéroïdes ». 

Le nombre des travaux concernant la manière d’être et la 
nature de l’une et l’autre de ces deux formations est excessive- 
ment considérable : je ne retiendrai, dans cet historique, que les 
principaux en les classant en trois périodes. 
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En 1867, Woronine étudie dans un même mémoire les excrois- 
sances des racines d’Aînus glutinosa et les tubercules radicaux 
du Lupin (1); il constate que les tubérosités de l'Aune et celle 
du Lupin correspondent à des phénomènes identiques et sont 
produits par un organisme étranger. Dans l’Aune, il s’agit d’un 
Champignon entophyte auquel Woronine donne le nom de Schin- 
za Alni; dans le Lupin, il découvre à l’intérieur de grandes cel- 
lules des corpuscules ayant de 1 u 6 à 2 u 8 de longueur, colo- 
rables en jaune par l’iode : ils sont semblables aux Bactéries et 
aux Vibrions et ils possèdent la propriété de se mouvoir et de se 
déplacer : leur reproduction se fait par scissiparité ou gemmation. 

Ce savant, dès cette époque, avait entrevu une partie de la 
vérité; toutefois, il préfère rester dans l’expectative et il ne cache 
pas qu'il faudra beaucoup de recherches et d'observations pour 
savoir si l’organisme qu’il a découvert vit de sa vie propre et si 
la forme qu'il a rencontrée est définitive. 

. On doit à Eriksson (2) la découverte en 1874 de la seconde for- 
mation d'apparence mycélienne : elle se trouve dans la partie 
antérieure du tubercule où le tissu est dépourvu de bactéroïdes : 
ce sont de petits filaments mycéliens intracellulaires qui se ren. 
flent çà et là en boules. D'autre part, l’auteur signale l’exis- 
tence dans les très jeunes tubercules de trois ou quatre 
filaments mycéliens semblables aux précédents, mais plus gros, 
qui, partant de l’écorce, se dirigent vers la partie renflée. 

Ce même savant remarque que les bâtonnets vus par Woro- 
nine sont parfois ramifiés en dichotomie, ce qui avait été inter- 
prété à tort par celui -c1 comme un bourgeonnement. 

Avec Prillieux (3) nous arrivons en 1879 à une nouvelle con- 


1. Woronine, Observations sur certaines éxcroissances que présentent les racines 
de PAune et du Lupin des Jardins (Ann. sc. nal., 5e série, t. VII, 1867). 

2. Eriksson, mémoire résumé dans Pot. Zeit., t. XXXVII, 1874. 

3. Prillieux, Sur la nature el sur la cause de la formation des tubercules qui 
naissent sur les racines des Légumineuses (Bull. Soc. Botanique de France, 
t:26,:1879), 
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ception sur la nature de ces différents éléments : il insiste sur les 
aspects courbés en forme d’S ou ramifiés en X ou en Ÿ, des 
«corps bactériformes »; au lieu de rapprocher ceux-ci des vraies 
Bactéries, il ne peut guère hésiter, dit-il, à admettre qu’ils sont nés 
des filaments muqueux, d'apparence mycélienne constituant 
. un plasmodium : c’est en somme un peu lPidée formulée un peu 
plus tôt par Kny (1), pour lequel les corpuscules bactériformes 
_ sont les spores d’un Myxomycète comparable au Plasmodiophora 
Brassicae, alors que pour Frank (2) il s'agirait d’un véritable 
champignon dont les Hyphes produiraient les corpuscules. 

En 1885, Brunchorst conteste la nature crytogamique des 
corpuseules bactériformes qu’il considère comme une simple 
différenciation du cytoplasme des cellules (3) : 11 les désigne sous 
le nom de «bactéroïdes » qui leur est resté; par contre, 1lest d’avis 
que les filaments appartiennent à un champignon. 

Tschirch (4) va plus loin et 1l étend en 1887 aux filaments 
eux-mêmes la théorie de Brunchorst : ceux-ci ne seraient aussi 
qu'une simple différenciation du cytoplasme. 

Cependant une observation de Pichi, en 1888 (5), semble indi- 
quer que ces filaments ont une paroi extérieure qui, sans être 
toujours très distincte, donne par l’iode et l’acide sulfurique une 
coloration azurée, indiquant la présence de cellulose et Vuillemin 
de son côté, à peu près en même temps, faisait une observation 
identique. 

Ces constatations semblaient donner raison à Frank, qui, 
en 1879, avait cherché à démontrer que les filaments existant 
dans les tubercules n'avaient aucunement les caractères d’un 


1. Kny, Ueber die Wurzelanschwellung des Leguminosen (Sitz. des bot. Vereins 
der Provinz Branderburg, 1877). 


2. Frank, Ueber die Parasilen in den Wurzelan. der Papilionnaceen CDES 


TAQUSUES Sn 1879). 

8: Brunchorst, Ueber die Knollchen an der Leguminosen-Wurzeln (Berich. d. 
deutsch. Gesellschaft, t. 3, 1885). 

4. Tschirch, Beitrage zur Kentniss der Wurzelknollchen der Teguminsen 
(Bericht d.d. bot. Gesellschaft, t. 5, 1887). 

5. Pichi, Alcune osservazioni sut lubercoli radicali delle Leguminose (Atti- 
della Sociela Toscana di scienze nalurali, 1888), 
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plasmode, qu'il s'agissait en réalité de véritables hyphes d’un 
Champignon qu’il rattachait au genre Schinzia, sous le nom de 


Schinzia Leguminosarum. 


Cette première période se termine sur un Mémoire important 
de Vuillemin, 1888, auquel il faudra toujours se reporter si lon 
veut avoir une idée complète de la bibliographie intéressant ces 
périodes : on y verra comment des savants tels que Van Tieghem 
et Douliot, Lecomte, ete., en sont arrivés à nier l’intervention 


de tout parasite et à considérer bâtonnets et filaments comme 


des matériaux albuminoïdes de réserve (1). 

Vuillemin lui-même, convaincu de l’existence d’une membrane 
cellulosique, se trouve au cours de ses recherches amené à iden- 
tifier aux filaments existant dans les tubercules, un véritable 
Champignon qu’il désigne sous le nom de Cladochytrium tuberculo- 
rum : les renflements qui terminent les tubes muqueux à l’in- 
térieur des cellules sont considérées par lui comme des sporanges. 
Aussi résume-t-1l d’un mot « l'histoire des tubercules radicaux 
des Légumineuses et de leurs habitants en les qualifiant de my- 
corhizes endotrophiques ou endomycorhizes. » 

IT 

Cette seconde période s’ouvre avec un mémoire important de 
Beïjerinck (2) qui va confirmer en 1888 les prévisions de Woro- 
nine formulées en 1867. 

Beïjerinck, en 1888, réussit à cultiver sur plaques l’organisme 
des nodosités; il distingue deux variétés : l’une est constituée par 
des éléments très petits en bâtonnets courts; ses bactéroïdes sont 
rameux ou pyriformes : on la rencontre chez les Vicia, Pisum, 
Trifolium et Lathyrus. La seconde est de forme plus allongée et 
ses bactéroïdes sont filamenteux et rarement ramifiées : c’est 
elle qui existe dans les Haricots, les Lupins et les Robiniers. 

Au premier stade du développement de ces Bactéries, les 

1. P. Vuüillemin, Les tubercules radicaux des Légumineuses (Ann. de la 


Science agronomique française el étrangère, t. I, 18S8). 
2. Beïjerinck, Die Bakierien der Papilionaceenkn. (Bot. dell, 1888). 
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bâtonnets sont mobiles et de dimensions réduites à 0,9KO0 TS; 
c'est sous cette forme qu’ils pénètrent par les poils de la racine, 
en donnant les «infectionschlauche » que plusieurs ont pris pour 
des hyphes. Les Bactéries qui ont ainsi pénétré dans les cellules 
donnent plus tard les « bactéroïdes » incapables d’un déve- 
loppement ultérieur. - 

De son côté, Frank continuant ses recherches, décrivait sur 
les Lentilles et les Lupins son Rhizobium Leguminosarum qu’il 
compare à un Micrococcus, lequel seul ou avec l’aide d’infection 
schlauche pénètre dans les racines. 

En 1903, Chiarizia (1) décrit de nombreuses espèces provenant 
des tubercules, mais d’une façon tout à fait insuffisante : il n’in- 
dique ni la provenance exacte de ces espèces, ni la méthode 
dont 1l se sert pour isoler ces espèces. 

Moore, 1902 et 1905 (2), désigne l’organisme vivant dans les 
nodosités des Légumineuses sous le nom de Pseudomonas radi- 
cicola : ses observations, dans l’ensemble, confirment celles de 
Beijerinck : 1l s’agit de petits bacilles ayant de 1 à 2 u : ils sont 
mobiles, pénètrent par les poils absorbants, en donnant des z00- 
glées : puis, ils se transforment en éléments plus gros dont la 
largeur varie entre 046 et 2u5 alors que la longueur oscille entre 
1,5 et 5 u: ceux-ci sont mobiles ou immobiles et présentent 
finalement des formes ramifiées. 

Il existerait, d’après Hiltner et Stormer, un grand nombre de 
variétés de ces bacilles qui se distingueraient les uns des autres 
soit par leurs propriétés biologiques soit en partie aussi par leurs 
caractères morphologiques. 

Le mémoire de Gino de Rossi (1907) doit nous retenir un peu 
plus longtemps (3); en voici les principales conclusions : 

19 On rencontre dans les nodosités du Vicia Faba, quand elles 


1. Chiarizia, Diagnosi differenziale di vari bacilli radiciculi (Ann. d'igiene 
experimentale, vol. 13, 1903). 

2. Moore, Bacteria and the nitrogen problem (Iearb of. Depart. of Agricultura 
1902 et Soil inoculalion for legumes (Gouv. printig Office. Washington, 1905). 

3. Gino de Rossi, Ueber die mikraorganismen welche die Wurz. der Legumi- 
nosen erzeugen (Centr. f. Bakt., II. Bd. 18, 1907). 
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sont jeunes, des bâtonnets ayant 0,5 —0,6 x 2 — 3 u:1ls don- 
nent rapidement naissance aux formes en Ÿ connues sous le 
nom de bactéroïdes. 

20 Certains bactéroïdes présentent à leur intérieur une sorte 
de vacuolisation, avec intervalles chromatiques : le même phéno- 
mène s'étend progressivement à tous ces éléments. 

39 Cette vacuolisation n’est pas due à une dégénérescence : 
elle appartient au développement normal de l’espèce : toutefois, 
la transformation de ces bactéroïdes vacuolisés en bacilles ordi- 
naires n’a jamais été observée à l’intérieur des kystes. 

L'auteur a réalisé des cultures de ce Bacille en se servant d’une 
technique irréprochable : son travail est accompagné de bonnes 
microphotographies des formes sphériques ou ramifiées obtenues 
dans ses cultures. 

Vuillemin, en 1905, avait reconnu (1) que le Champignon qu'il 
avait décrit en 1888, sous le nom de Cladochytrium tuberculorum 
n’est pas une Chytridinée, mais une espèce du genre Pythium 
qui n'a d’ailleurs rien de commun avec les productions filamen- 
teuses des nodosités : 11 désigne celles-ci sous le nom d’hyphoides. 

Ces hyphoïdes seraient composées de deux parties : 19 une 
gaîne, 2° un mucilage renfermant des corpuscules semblables 
aux bactéries isolées des tubercules et capables d’en faire naître 
de nouveaux. La gaine appartiendrait à la Légumineuse : elle 
présente la constitution chimique de ces membranes : cellulo- 
sique dans la majorité des cas, subérisée dans son trajet à travers 

_l’endoderme. La gaine des hyphoïdes serait le produit d’une 
réaction des tissus à l’égard de l’organisme étranger; au contact 
des colonies bacilliformes la membrane des cellules s’hypertrophie 
localement, s’invagine et isole le Rhizobium; le parasite est cons- 
tamment séparé du protoplasme par une membrane. 

Au parasitisme intercellulaire, peut succéder un parasitisme 
intracellulaire : dans le tissu néoplasique qui forme la moelle des 
tubercules, les gaînes font défaut ou opposent une barrière insuf- 


1, Vuillemin, AÆyphoïdes et bactéroïdes (Comptes rendus, Acad. se, t. 91, 1905). 
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fisante à l'invasion du parasite : le Rhizobium prend alors la forme 
nouvelle de bactéroïdes qui se mélangent au protoplasma. 

Dès 18914, Em. Laurent avait donné un mémoire (1) qui remet- 
tait en question l’origine et la nature même des bactéroïdes; ce 
travail accompagné de nombreux et beaux dessins était tel qu’il 
devait entrainer la conviction chez ceux qui étaient incomplète- 
ment au courant de la bibliographie du sujet; effectivement ses 
conclusions ont été adoptées dans plusieurs traités classiques, 
entraînant l’adhésion de beaucoup de naturalistes. 

Pour Laurent, les bactéroïdes prennent naissance par un bour- 

geonnement des filaments intracellulaires analogue à celui produit 
par les conidies sur un conidiophore : ces bourgeons se détachent 
de leur support et se multiplient ensuite abondamment dans le 
eytoplasme de la cellule. 
_ D’après Stefan, 1906 (2), les bactéroïdes se formeraient bien 
ainsi que l’indique Laurent à la surface des filaments d'infection 
par une sorte de bourgeonnement sur de petites proéminences : 
son opinion est que le parasite doit se trouver au voisinage des 
Myxobactériacées. 

Il faudrait encore citer, si le point de vue physiologique devait 
être abordé sérieusement dans ce travail, les recherches de Mazé, 
celles de Bréal, et aussi tous.les travaux concernant l’obtention 
en grand de cultures avec l’organisme des tubercules; le produit 
de ces cultures est livré aux agriculteurs sous des dénominations 
diverses. 

Le but que l’on se propose, en ensemençant le sol avec ces pro- 
duits, est d'élever le nombre des germes susceptibles de produire 
les nodosités sur les racines des Légumineuses : la fixation d’azote 
par ces plantes se trouverait ainsi augmentée sans grande dé- 
pense. ù 

La fin de cette seconde période ne marque pas un progrès très 
sensible sur la précédente : l’existence d’une formation des bacté- 


1. Laurent, Recherches sur les nodosités radicales des Légumineuses (Annales 
de l’Instilut Pasteur, t. 5, 1891, p. 105). 


2. Stefan, Studien zur Frage der Legumi. (Gentr. f. Bakt,, II, t. 16, 1906), 
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roïdes par bourgeonnement admis par Laurent et Stefan n’est 
guère compatible avec le développement d’une Bactériacée, 
telle qu’on le connait; c’est cependant dans la direction de ces 
Bactériacées qu’on s'oriente nettement grâce aux belles recher- 
ches de Beïjerinck, de Moore et de Rossi : mais combien de ques- 
tions restent'encore en suspens ? “ 
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On aurait pu supposer, d’après ce qui s’était passé au cours des 
deux premières périodes, que la série des hypothèses relatives à la 
nature des éléments bactériformes des nodosités avait été épuisée. 

Il n’en était rien cependant et une nouvelle controverse va 
surgir brusquement qui, si elle dure peu, aura eu du moins le 
mérite d’appeler à nouveau l'attention sur un problème tellement 
difficile et complexe qu’on avait fini par s’en désintéresser. 

Portier, dans son livre sur Les symbiotes (1), émet cette idée 
séduisante que les prétendues bactéries des Légumineuses sem- 
_blent correspondre à ces formations en bâtonnets ou mitochon- 
dries qui existent dans les cellules animales et végétales. Ce 
savant exprime ainsi sa pensée dans la préface de son livre : 

« Chaque cellule vivante renferme dans son protoplasme des 
formations que les histologistes désignent sous le nom de mito- 
chondries. Ces organites ne seraient pour moi autre chose que 
des bactéries symbiotiques, ce que je nomme des symbiotes.. La 
bactérie symbiotique vient du milieu extérieur : elle peut, dans 
certains cas, y retourner et vivre d’une vie indépendante. Les 

bactéries seraient donc les seuls êtres simples : tous les autres 
seraient doubles. » 
Cette théorie fait en somme partie d’une autre plus étendue 
et dont on retrouve çà et là des traces, théorie dans laquelle, 
d’après ses auteurs, les noyaux et aussi les chloroplastes seraient 
des éléments étrangers -: ces protistes et algues minuscules se 
seraient introduits de bonne heure, au cours de l’évolution, dans 


1. P. Portier, Les Symbioles. Paris, 1918, Masson, 
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le cytoplasme, y vivraient en une symbiose si étroite, qu’elle 
serait devenue indispensable à la vie de la cellule. 

En ce qui concerne plus particulièrement la nature et le rôle 
attribué aux mitochondries dans la cellule, il était facile de pré- 
voir que cette opinion allait être vivement combattue : les argu- 
ments ne manquaient pas et Regaud ne tarda pas à en dévelop- 
per quelques-uns parmi les plus convaincants. 

L’intéressante controverse qui s'établit, à ce sujet, dans la 
séance du 16 mars 1919 à la Société de Biologie, amena Portier 
à préciser sa pensée sur plusieurs points et spécialement en ce qui 
concerne les nodosités des Légumineuses. 

Faisant allusion au rôle élaborateur des mitochondries ordi- 
naires et à leur pouvoir de synthèse, Portier constate que les no- 
dosités des racines de Légumineuses traitées par la méthode 
Regaud « présentent dans le cytoplasme des cellules deux for- 
mations colorées électivement : les mitochondries classiques et les 
bactéries symbiotes bien étudiées par nombre d'auteurs et par 
M. Mazé en particulier qui a donné la preuve que ces micro-orga- 
nismes sont adaptés à capter l'azote gazeux pour édifier, lorsque 
le milieu chimique s’y prête, des composés protéiques, c’est-à- 
dire en somme pour procéder à une des synthèses les plus remar- 
quables que l’on connaisse. 

€ Dès lors il me semble permis de considérer ces micro-orga- 
nismes authentiques comme des mitochondries, puisqu'ils en 
possèdént les deux caractéristiques. 

« Ge sont, pour moi, des mitochondries encore imparfaitement 
adaptées à la vie cellulaire et capables d’être séparées de l’élément 
qui les héberge : des protomitochondries, si l’on veut, qui dans la 
suite des siècles, pourront subir progressivement une adaptation 


parfaite qui les rendra entièrement semblables aux mitochon- 


dries classiques. (1). » 
Réduite ainsi à une vue de l'esprit, tout au moins dans ce cas 
particulier des Légumineuses, la théorie de Portier échapperait 


1. Portier, Compies rendus, Société de Biologie, loc. cit., p. 249 
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à la plupart des objections qui sont venues s’ajouter à celles de 
Regaud, de la part de Guillermond (1) et principalement d’Au- 
guste Lumière (2) : ces différents auteurs montrent très justement : 
qu'aucune assimilation de structure ou de propriétés générales 
n’est possible entre bactéries et mitochondries. « Les mitochon- 
dries, écrit Auguste Lumière, ne peuvent être confondues avec des 
microbes : ce sont des colloïdes protoplasmiques qui n’ont aucun 
rapport avec les microorganismes qu’une vague ressemblance de 
forme, toutes les autres propriétés étant profondément diffé- 
rentes. » 

Il ne faudrait pas cependant croire que la question de ces rap- 
ports est entièrement résolue. Si l’on retire des formations dites 
mitochondriales les éléments que j'ai désignés sous le nom de 
cytosomes, on est bien forcé de reconnaître que par leur forme, 
leurs dimensions, par certaines propriétés chromatiques, et aussi 
par leur mode de division, ces cytosomes ne sont pas sans avoir 
une ressemblance marquée avec des bactéries. Cette ressem- 
blance est certainement suffisante pour justifier une hypothèse 
sur l’origine lointaine de ces éléments de la cellule : Les cytosomes 
(mitochondries, pro parte) proviennent peut-être, au cours de 
l’évolution, d’une longue accoutumance des Bactéries à la vie 
cellulaire, accoutumance durant laquelle ces Bactéries ont perdu 
leur membrane propre et modifié plus ou moins profondément 
quelques-unes de leurs propriétés. 

Sous cette forme, lhypothèse ne saurait donner lieu, sans 
doute, à une solution définitive; mais cette hypothèse n’est 
nullement invraisemblable et cela suffit pour justifier les obser- 
vations qui viendraient plaider en sa faveur. 

Toutefois, en se tenant dans le domaine de l’expérience, 1l est 
impossible de suivre Wallin (3) qui, reprenant l’idée de Portier, 
admet que les mitochondries sont des bactéries symbiotiques 


1. Guillermond, Milochondries el Symbioles (Comples rendus, Saciélé de 
Biologie, t. 82, p. 309, 1919). 

2. Auguste Lumière, Le Mythe des Symbiotes. Paris, 1919. 

3. Wallin Ivan, On the nature af mitochondria, I, II, III, IV (American 
Journal of Anatomy, vol. 30, 1922). 
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Cet auteur s'appuyant sur les ressemblances qui existent entre 
les mitochondries présentes normalement dans les feuilles et 
les bactéries des nodosités chez les Légumineuses, se demande 
quelles raisons nous avons de considérer ces mitochondries 
comme des éléments cytoplasmiques, au lieu de les assimiler 
aux organismes qui se développent dans les tubercules, c’est-à- 
dire à des Bactéries : « What evidence may be submitted to indi- 
cate that these bodies, generally considered cytoplasmic organs, 
are not bacteria that have gamned entrance to the plant through 
the root hairs? The author has not been able to find evidence 
that would satisfactorily answer there questions. » 


Plusieurs savants se sont efforcés de répondre à la question 


ainsi posée, en particulier E. V. Cowdry (1) et J. Duesberg (2) : ils 
ont tous les deux cherché à faire la distinction entre bactéries et 
mitochondries dans les cellules mêmes des tubercules radicaux 
des Légumineuses, 

Le premier constate que si l’on fixe au liquide de Regaud des 
nodules ayant 1 à 2 millimètres de diamètre et si l’on colore 
ensuite les cellules avec la fuchsine anilinée et Le vert de méthyle, 
les mitochondries se colorent en rouge et les plus petites formes 
de Bacilles en vert, alors que les plus grosses ont une tendance 
à retenir le rouge. 


D'autre part, la coloration au Giemsa met en évidence les Bac- 


téries seules dans des cellules que l’on sait devoir contenir aussi 
des mitochondries. Enfin le fait que les mitochondries sont 
détruites par le liquide de Bouin ou l'alcool à 95, pendant que 
les bacilles restent inattaqués, montre qu'il existe une différence 
de constitution chimique entre les deux sortes d'éléments, 

De son côté, Duesberg (2) a fait des constatations analogues 
sur les nodosités du trèfle, en se servant de plusieurs méthodes et 
de plusieurs fixateurs : comme fixateurs, il a employé le sublimé 


1. Cowdry, The Independence of Mitochnondria and the Bacillus radicicola 
in Root-Nodules (The American Journal of Anaälomy, Vol. 31, n° 4, mars 1923). 
: 2. Duesberg, Chondriosomes el Bactéries dans les nodosités radicales des 
Légumineuses (Comptes rendus de l'Association des Anatomistes, 18° Réunion. 
Lyon, 26-28 mars 1923, p. 199) 
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acétique à 5 0 /0 qui détruit les chondriosomes ou mitochondries, 
_les liquides de Benda et de Regaud qui les conservent; avec le 
sublimé acétique et l’hématoxyline ferrique, on obtient de belles 
colorations du parasité et rien de plus; les fixateurs de Benda et 
de Regaud, par contre, permettent en outre de colorer les chon- 
 driosomes; mais, avec l’hématoxyline ferrique, les bactéries 
prennent la même teinte que les chondriosomes. Il faut done pour 
distinguer ces deux sortes d'éléments, employer une autre mé- 
thode : seul, à la connaissance de l’auteur, l'emploi de la fuchsine 
acide et du vert de méthyle permettrait de faire la distinction 
aux stades initiaux de l’infection; Cowdry, remarquons-le en 
passant, indique une méthode identique. 

Mais, tandis que Cowdry ne parle pas des filaments d’appa- 
rence mycélienne qui accompagnent les Bactéries, Duesberg ne 
manque pas de les signaler : il considère ces filaments comme des 
tubes ayant une paroi et un contenu, rappelant que pour cer- 
tains auteurs, ces tubes représentent le parasite, alors que 
d’autres y voient une sorte de zooglée, enrobant le microbe, il 
ajoute que ses propres observations le font pencher vers cette 
dernière manière de voir. 

Les recherches de Duesberg ont eu pour objet d'établir une 
_ distinction nette par les méthodes histologiques entre chon- 
_ … driosomes et bactéries : chose curieuse, j’ai l'impression que, dans 
ses figures 1, 3 et 4, ces éléments sont confondus et mélangés; 
ainsi, les éléments sphériques correspondraient en général aux 
chondriosomes alors que les bâtonnets et surtout les filaments 
seraient des bacilles, Sans donner à cette remarque plus d’impor- 
tance qu'il ne convient, il est bon toutefois de ne pas oublier que 
l’auteur lui-même a constaté que la colorabilité des parasites 
varie aux différents stades de leur évolution et que dans la 
seconde zone, les bactéroïdes ont une tendance à prendre la fuch- 
sine : je reviendrai sur ces divers problèmes au cours de ce travail 
et en particulier quand il s’agira des nodosités du Trèfle. 

En résumé, dans cette dernière période, une question intéres- 
sante a été soulevée par les suggestions de Portier, celle de las- 
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similation des Bactéries à des mitochondries ordinaires : elle a 
été résolue par la négative, ce qui n’écarte nullement l'hypothèse 
d’une parenté dans l’évolution générale. 

Les bactéries se rencontrent aux périodes géologiques les plus 
anciennes : elles pénétraient certainement, comme à l’époque 
actuelle, dans les cellules des tissus vivants : rien d’impossible 
que quelques-unes se soient accoutumées à prendre part à la vie 
cellulaire et qu’elles aient réussi à se transmettre aux générations 
successives par les éléments reproducteurs; au cours de cette 
longue accoutumance, leurs propriétés se seraient modifiées dans 
la mesure que nous constatons aujourd’hui. 

Il n’y a là pour linstant qu’une simple vue de l'esprit qui 
s'ajoute à toutes celles que l’on peut faire sur l’origine des élé- 
ments figurés qui se trouvent à l’intérieur du cytoplasme des cel- 
lules. & 

Pour ce qui est du parasite ou des parasites des tubercules 
radicaux des Légumineuses, la solution n’a fait aucun progrès : le 
même flottement existe : les uns ne s’occupent que des bactéries, 
les autres qui ont observé les tubes considèrent comme vraisem- 
blable une relation entre ces tubes et:les Bactéries : enfin le rap- 
prochement tenté entre mitochondries et Bactéries symbiotiques 
n’est pas sans avoir contribué à compliquer le problème. 

J’aivoulu simplement, au début, me faire une op'nion personnelle 
sur la nature des nodosités chez les Légumineuses afin d’en faire 
profiter mon enseignement; les résultats que j’ai obtenus m'ont 
paru ensuite avoir un certain intérêt, puisqu'ils sont, dans ma 
pensée, destinés à clore une controverse qui dure depuis Woronine. 


La nouvelle terminologie des éléments cellulaires 


Le temps n’est pas encore très éloigné où la théorie du chon- 
driome, alors à son apogée, tendait à grouper, dans un même 
ensemble, tous les éléments de la cellule, à l'exception du noyau, 


sous le nom de mitochondries, de chondriocontes et de chondrio- 
mites, 
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L'idée que l’on se faisait alors de ce chondriome était des plus 
séduisante : un seul élément, la mitochondrie, susceptible sous 
des formes variées de donner naissance à la plupart des produits 
que l’on trouve dans la cellule : corpuscules métachromatiques, 
anthocyane, tannins, amidon, huile, glycogène, etc. 

Cette conception, bien qu’édifiée sur de nombreux mémoires 
et travaux, était fausse : très vite, j'en avais reconnu l’inexac- 
titude et après quelques recherches préliminaires, j’indiquais 
que, sous le nom de chondriome, on confondait trois formations 
complètement distinctes et indépendantes, ayant chacune un 
rôle différent et bien déterminé : ces trois formations etaient 
désignées sous le nom de vacuome, plastidome et sphérome (1). 

L'étude particulière du vacuome est celle qui a fourni les résul- 
tats les plus remarquables : non seulement le rôle du vacuome 
était mis hors de doute en ce qui concerne l’origine des corpus- 
cules métachromatiques, la formation de l’anthocyane et des 
tannins, mais sa constitution même se trouvait pour la première 
fois établie. Le vacuome contient une solution colloïdale plus 
ou moins épaisse de métachromatine dont les propriétés osmo- 
tiques et électives peuvent être mises facilement en évidence 
par l’emploi des colorants vitaux; grâce à ces propriétés, l’évo- 
lution même des premiers états du vacuome pouvait être suivie 
. facilement : la connaissance de ces premiers états du vacuome 
que j’ai désignés sous le nom de métachromes permettait d’abor- 
der la question de la permanence de cette formation dans la cel- 
lule, au même titre que le noyau. Aujourd’hui, 1l n’est guère 
douteux que le vacuome, bien étudié, se transmet d’une généra- 
tion à l’autre, sans jamais naître de nopo (2). 

En quelques années, l'importance du vacuome se révélait aussi 
fondamentale dans la Biologie cellulaire que celle des plastes. 
Ta cellule, outre son vacuome et son noyau, renferme dans 


A PI2A Dangeard, Sur la distinction du chondriame des auteurs en vacuome, 
plastidame et sphérome (Comptes rendus, t. 169, 1919, p. 1005). 
_ 2. Pierre Dangeard, Recherches de biologie cellulaire (Evolution du système 
vacuolaire chez les végétaux (Le Botaniste. Série XV, juin 1923). 


Le 


Dangeard 


DAV de 


le eytoplasme un nombre plus où moins grand d'éléments dont 
la forme et le volume varient dans les limites les plus larges; parmi 
ces éléments, certains ont été bien étudiés depuis longtemps : ce 
sont les plastes dont on connait les principales fonctions. 

A côté de ces éléments, il s'en trouve d’autres, qui parfois, leur 
ressemblent étrangement; ces ressemblances s'étendent non seu- 
lement à l'aspect, à la grosseur, rnais aussi aux propriétés chro- 
matiques. 

L’érreur des chondriomistes a été de croire que ces resseri- 
blances impliquaient nécessairement une cofimunauté d’origine 
et une parenté effective entre tous ces éléments : toute Sphérule, 
toute granulation, tout bâtonnet, tout filament rencontré dens 
le cytoplasme et se colorant par les méthodes dites mitochon- 
driales était baptisé incontinent mitochondrie; mitochondrie 
les fameux granula ou bioblastes d’Altmann ! mitochondries les 
plastes! mitochondries certains corpuscules chromatiqués pro- 
venant de la précipitation du contenu des vacuoles! mitochon: 
dries les métachromes du vacuome | 

La distinction nécessaire entre ces différents éléments, ne s’est 
pas faite sans difficulté, ni résistance; on en retrouverait encore 
de nombreux éthos dans les différents périodiques français et 
étrangers. 

Déjà, à considérer seulement les chloroplastes des Algues et 
en particulier ceux des Chlamydomonas, des Spirogyra, des Zy- 
gnema, des ŒÆdogoniur, il semblait bien difficile,sinon impossible, 
de les rattacher à une formation mitochondriale; où n’y arrivait 
que par des hypothèses dépourvues de vraisemblance : mais il 
restait toujours cependant commé ultime ressource de soutenir 
que, si chez ces algues, l'assimilation complète avec des itochon- 
dries n’était pas aussi évidente que chez les plantes vasculaires, 
cela tenait à ce qu'elles ne possédaient pas de leucoplastes. 

Il s’est trouvé heureusement un genre de plantes, la Sélagi- 
nelle, dont l’étude m'a permis, en 1920, de placer hors dé toute 
contestation l’indépendance du plastidome et du sphérome. 


Dans ce genre, tous les plastes, qu’il s’agisse de leucoplastes . 
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ou de chloroplastes, dérivent tous, sans exception, d’un unique 
_ plaste qui a la forme d’un croissant et se trouve appliqué à la 
surface du noyau : aucune-filiation, aucune parenté n’est pos- 
sible, soit avec les éléments du sphérome, soit avec les corpus: 
cules chromatiques provenant de la précipitation du contenu 
colloïdal des vacuoles (1). 
= Ghez les plantes supérieures où il existe plusieurs plastes par 
cellules, dans les méristèmes et dans l'œuf, la distinction est par 
à même beaucoup plus délicate : mais les Sélaginelles fournis- 
‘’saient désormais un exemple indiscutable qu’il suffisait d'étendre 
et de généraliser : c’est ce que j’ai fait dans un travail sur les 
Iris (2) eomplétant ainsi ce que j'avais déjà avancé à propos des 
Géraniacées, des Graminées et de l’Asparagus; sans parler de 
recherches toutes récentes sur le Marchantia polymorpha (3) et 
les Vaucheria (4). 
Sans doute, certains chondriomistes, comme Alvorado, ad: 
mettent encore une parenté effective, une filiation entre plastes 
- et mitochondries; mais cette opinion est de plus en plus abandon: 
_née et il né pouvait en être autrement, 
- A lire les derniers travaux sur la cellule végétale des chondrio- 
mistes les plus en vue, 1l est facile de constater que les divergences 
- qui nous séparaient se sont atténuées, que leurs idées se sont 
progressivement rapprochées des nôtres, que leurs critiques, en 
_ face de l'évidence, sont devenues plus mesurées et qu'il n’existe 
guère à l'heure actuelle qu’une question de terminologie. 
 Laissant de côté pour l’instant les problèmes d'ordre secon- 
daire qui restent encore à élucider, mettons en présence les deux 


1. P.-A. Dangeard, Plastidomevacuome et sphérome dans « Selaginella Kraus- 
siana » Comptes rendus, t. 170, 1920, p. 301). 
2. P.-A. Dangeard, Recherches sur la structure de la cellule dans les « Iris » 
(Comptes rendus, t. 174, 1922, p. 1653). 
_ 3, P.-A. Dangeard, Sur la reproduction sexuelle chez le « Marchanlia poly- 
morpha » dans ses rapports avec la structure cellulaire (Comptes rendus, t, 178 
1924, p. 267). 
4, P.-A. Dangeard, La structure des Vauchéries dans ses rapports avec la 
terminologie nouvelle des éléments cellulaires (La Cellule, vel. XXXV, volume 
 jubilaire V. Grégoire). 
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terminologies employéeset cherchons à dégager les inconvénients 


de l’une et les avantages de l’autre. 

Le terme de chondriome lorsqu'il s’agit de la cellule végétale, 
rappelle trop une conception suivant laquelle le métabolisme 
cellulaire presque tout entier était sous la dépendance des mito- 
chondries; le chondriome groupe encore sous le nom de mitochon- 
dries inactives et de mitochondries actives des éléments sans 
aucun lien de parenté ou de fonction; quand il est question de 
chondriocontes, ou ne sait s’il agit de plastes filamenteux ou de 
mitochondries dites inactives. 

Si maintenant, on compare ce chondriome de la cellule végé- 
tale avec l’ensemble des éléments qualifiés du même nom dans 
la cellule animale, c’est la confusion la plus complète : aucune 
distinction n’est faite entre des corpuscules ou des éléments 
qui n’ont le plus souvent aucun lien entre eux : quels sont, parmi 
ces’ éléments ceux qui correspondent exactement aux plastes, 
aux sphérosomes, aux vacuoles élémentaires, aux corpuscules 
métachromatiques. Nul ne saurait le dire nettement. 

Comme les zoologistes ne peuvent de sitôt abandonner ces 
mots de chondriome, de mitochondries, de chondriocontes qui 
leur sont utiles, sinon nécessaires, à cause de leur imprécision 
même, c’est aux botanistes, semble-tl; qu'il appartient de pro- 
fiter des avantages d’une étude plus facile, et partant plus com- 
plète, de la cellule végétale; celle-ci se trouve mieux explorée, 
mieux connue que la cellule animale parce qu’elle est moins diffé- 


renciée et plus facile d'accès; il ecnvient de sortir de l’imprécision® 


maintenue par les termes de chondriome et de mitochondries en 
caractérisant chez les plantes par une terminologie nouvelle 
les trois formations confondues un instant sous un même vo- 
cable; dès 1919, je désignais ces trois formations sous les noms 
de vacuome, plastiaome et sphérome. 

L'emploi du mot microsome, sous lequel j'avais distingué les 
éléments du sphérome afin de ne pas créer un nom nouveau, 
présente un inconvénient qui s’est révélé à l'usage; beaucoup 
d’histologistes ont continué à employer ce mot pour des granula- 
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tions banales du cytoplasme et même du noyau : aussi pour faci- 
liter aux histologistes et aux chondriomistes en particulier une 
évolution qui me parait inévitable, je propose de substituer au 
nom de microsomes qui est synonyme de « mitochondries inac- 
tives » de chondriosomes pro parte, célui de cytosomes : cette dési- 
_gnation ne prêtera plus à aucune confusion et la formation qui les 
renferme prendra naturellement le nom de cytome. 

La terminologie des différents éléments du cytoplasme con- 
fondus sous le nom de chondriome, se présentera alors de la façon 
suivante dans la cellule végétale : 

19 Le plastidome est constitué par des plastes : ces plastes, 
d’après la forme sphérique, discoïde ou filamenteuse, sont des 
sphéroplastes, des discoplastes, des mitoplastes. 

20 Le cytome est constitué par des cytosomes; ces cytosomes, 
d’après leur forme sphérique ou en bâtonnets plus ou moins 
allongés, sont des sphérosomes ou des mitosomes. 

30 Le vacuome ccmprend des vacuoles ordinaires et des va- 


_ cuoles élémentaires où métachromes; ces métachromes, d’après 


leur forme, pourraient être également distingués en sphéro- 
chromes et mitochromes. 

Enfin, il ne faut pas oublier que la solution colloïdale de méta- 
chromatine qui se trouve dans les vacuoles est susceptible, ainsi 
que je l’ai montré, de se précipiter, sous l’action de divers fixa- 
teurs, en corpuscules métachromatiques, qui se colorent en noir 
par l’hématoxyline ferrique, tout comme les plastes ou les cyto- 
somes; on pourrait réserver à ces corpuscules le nom d’endo- 
chromidies; la détermination de leur origine et de leur nature a 
constitué un-sérieux progrès en histologie générale. Dans ces 
endochromidies, la chromatine est parfois mélangée à d’autres 
substances qui modifient sa sensibilité à l’égard de l’hémato- 
xyline; la couleur est alors plus ou moins Jaunâtre. | 

On pourrait compléter cette terminologie de la façon suivante 
en désignant sous le nom de chromidium la solution colloïdale 
contenue dans les vacuoles; selon qu’elle est plus ou moins dense, 
elle donne par précipitation un nombre plus où moins grand 
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d’endochromidies ; on sait que la forme et la grosseur de ces endo- 
chromidies varient dans les plus larges limites; rien n’empê- 
cherait de distinguer les endochromidies sphériques qui sont de 
beaucoup les plus nombreuses dans la cellule végétale sous le nom 
de sphérochromidies. Chacun des termes proposés ici, on voudra 
bien le remarquer, a un sens déterminé : il s'applique à des 
éléments dont on connaît la nature, l’origine et, sinon toujours 
la fonction exacte, au moins quelques propriétés générales. 

Les histologistes savent qu'aucune description de cellules 
n’est complète que si l’on y connaît la manière d’être de tous ces 
éléments après les avoir nettement distingués les uns des autres : 
cette terminologie nouvelle est destinée à orienter et à faciliter 
leurs recherches. 

Les biologistes ne sauraient essayer de pénétrer plus avant 
dans les secrets de la vie cellulaire et de la nutrition générale sans 
tenir compte pour une grande part de ces trois formations dans 
leurs rapports avec le cytoplasme et le noyau : la meilleure con- 
naissance que nous avons du vacuome et de ses propriétés, cons- 
titue déjà un progrès notable dans cette voie riche de promesses 
et d’espérances. 


Considérations générales | 
sur les Tubercules radicaux des Légumineuses 
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Les tubereules radicaux des Légumineuses se présentent ordi- 
nairement sous la forme de petites nodosités de forme arrondie 
(Lotus, Phaseôlus, ete.) ou ovoïde (Trifolium, etc.),parfois digités, ” 
mamelonnés ou coralloïdes (Vicia Pisum, ete.); chez le Lupin, 
ce sont des nodosités ou parfois des excroissances qui entourent 
plus ou moins complètement la racine. 

Diverses hypothèses ont été émises au sujet de leur nature 
et celle-ci n’est pas sans prêter encore à discussion : tout comme 
au temps de leur découverte, on pourrait parler de sortes de 
galles, de bourgeons, de radicelles renflées ou encore d'organes 
à caractère indéterminé. | 

L'opinion la plus répandue et sans doute la plus exacte est 
celle qui consiste à les considérer comme des radicelles modifiées 
par la présence du parasite : 1l ne faudrait cependant pas croire 
d’après cela que tous les tubercules correspondent nécessaire- 
ment à autant de racines qui, sans l’action parasitaire, se seraient 
développées normalement. Ces formations apparaissent aux 
endroits où la Bactérie réussit à pénétrer par l'intermédiaire 
d’une zooglée, d’un filament muqueux, à travers l’écorce d’une 
racine jusqu’au péricycle : l'excitation produite par la sécrétion 
ou la toxine bactérienne, détermine la prolifération des cellules 
péricycliques qui se comportent, tout au moins au début,comme 
s’il s'agissait de la production d’une véritable racine; mais la 
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structure ultérieure du tubereule ne rappelle parfois que de très 
loin cette origine, ainsi que nous allons le constater. 

Dans un tubercule on doit distinguer : 

10 Les tissus d’origine péricyclique qui constituent le tuber- 
cule lui-même et qui normalement auraient dû se développer en 
une racine ordinaire comprenant une écorce et un cylindre cen- 
tral avec faisceaux ligneux et libériens alternes. 

En réalité, le tubercule comprend une grande masse «cparenchy- 
mateuse centrale que je désigne sous le nom de médulle: celle-ci 
est constituée par un mélange en proportions variables de deux 
sortes de cellules : les unes sont envahies par le parasite et sont 
hypertrophiées : ce sont les cellules dites cellules spéciales; les 
autres n’ont pas subi la contamination : on peut les distinguer 
sous le nom de cellules intermédiaires : celles-ci manquent rare- 
ment (Lupin); toutes les cellules de la médulle sont alors conta- 
minées. 

La médulle est entourée de quelques assises de parenchyme 
qui forment la limite externe des tissus d’origine péricyclique : 
c’est l’écorce du tubercule : cette écorce renferme un nombre va- 
riable de cordons libéro-ligneux qui constituent l’appareil con- 
ducteur du tubercule. 

Lorsque la médulle se fractionne en plusieurs îlots, les rayons 
de parenchyme qui séparent ces îlots peuvent être parcourus 
comme l'écorce par des cordons libéro-ligneux. 

Le tubercule est entouré par une assise de cellules qui continue 
directement l’endoderme de la racine : l’endoderme de la racine 
a donc subi une extension correspondante au volume atteint 
par le tubercule : cette assise, parfois dédoublée, sera désignée 
dans les descriptions qui vont suivre sous le nom de voile; elle 
correspond approximativement à ce que Van Tieghem a décrit 
sous le nom de poche digestive, lors de la sortie des jeunes radi- 
celles : mais le voile endodermique est une formation persistante 
et dont on constate toujours la présence autour des tubercules. 

D’autre part, l'écorce de la racine, comme l’endoderme, se 
prolonge sur le tubercule : elle n’a pas été totalement digérée 
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Comme dans le cas d’une radicelle ordinaire : tout au contraire, 
certaines de ses cellules se sont multipliées pour suivre l’exten- 
* sion en volume du nodule : ce revêtement externe des tubercules 
ou manteau subit de nombreuses modifications. 

Ainsi, dans un tubercule de Légumineuses, on peut distinguer 
les tissus d’origine péricyclique donnant naissance à la médulle, 
entourée de son écorce et les tissus de revêtement formés du 
voile endodermique et du manteau. 

Le parasitisme a donc introduit une modification profonde dans 
la structure des tubercules, modification qui rendra toujours 
assez incertaine, une assimilation complète de ces organes avec 
des radicelles. 

Van Tieghem considère chacun des cordons libéro-ligneux du 
tubercule comme une stèle binaire et le tubercule lui-même de- 
vient à ses yeux une radicelle polystélique : d’autres tubercules 
qui reçoivent directement de la racine-mère plusieurs stèles sont 
alors considérés comme le résultat de la concrescence de plusieurs 
racines polystéliques. 

Mon intention n’est nullement de combattre cette manière 
de voir qui est très ingénieuse et trouve un appui certain dans la 
considération d'exemples tels que les tubercules des Ophrydées. 

Il est bon de remarquer toutefois que la notion de stèles bi- 
naires appliquée à la plupart des cordons libéro-ligneux des tu- 
bercules de Légumineuses n’est obtenue qu’à l’aide du raison- 
nement : Van Tieghem reconnait, en effet, qu'habituellement, 
l’un des deux faisceaux libériens, celui qui est tourné vers la 
périphérie du tubercule, fait défaut, et la bande vasculaire, 
constituée par la confluence des deux faisceaux ligneux est repor- 
tée de ce côté contre le péricyele. 

On voit ainsi que cette prétendue stèle binaire se trouve 
réduite à un seul faisceau libérien : en fait, il n’existe même pas 
le plus souvent un double faisceau ligneux, mais simplement un 
îlot de bois, à développement plus ou moins centripète, dans 
lequel il serait tout à fait impossible de reconnaître deux pôles 
ligneux (pl. VII, fig. 3). 
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Il est bon d'ajouter que j'ai découvert de véritables stèles 
binaires, d’abord chez les Lotus et aussi chez le Sarothamnus sco- 
parius (pl. XXII, fig. 4). 

D'autre part, jai rencontré, au cours de cette étude, deux 
dispositions différentes du bois et du liber qui ne concordent 
pas avec la notion de stèle binaire due à Van Tieghem, 

Dans la première disposition notée chez le Phaseolus vulgaris, 
le bois constitué par trois ou quatre vaisseaux occupe le centre : 
il est entouré par le liber : cette structure rappelle celle d’un 
faisceau concentrique (pl. XVI, fig, 5). 

La seconde disposition a été vue chez le Tetragonolobus 
siliquosus : J'ai rencontré là, des cordons libéro-ligneux dont la 
structure était nettement celle d’un faisceau collatéral ordi- 
naire; mais, le bois était interne et le liber externe par rapport 
au centre du tubereule. On sait que le hois est ordinairement, dans 
ces tubercules, situé du côté externe, alors que le liber occupe la 
face interne : on se trouve donc ici en présence d’une exception 
intéressante (pl. XI, fig. 1). 

On voit combien il est difficile smon impossible de grouper 
toutes ces structures différentes sous le schéma unique de stèle 
binaire; comme ces cordons libéro-ligneux sont entourés d’un 
endoderme complet, on serait tenté de leur conserver tout au 
moins le nom de stèle; pourtant, le nom de stèle, tel qu’il a été 
employé jusqu'ici, semble exiger la présence de plusieurs fais- 
ceaux, ce qui est loin d'exister dans ces formations. 

En attendant la publication d’une étude anatomique d’en- 
semble de ces tubercules qui ne rentrait pas dans le plan de ce 
mémoire, 1l n’y a aucun inconvénient, semble-t-il, à désigner, 
selon les cas, ces cordons libéro-ligneux sous le nom de faisceaux 
ou de stèles, 


PREMIÈRE PARTIE 


Dans cette première partie, j’étudierai successivement les tu- 
bercules radicaux dans un certain nombre de Légumineuses, ap- 
partenant aux tribus suivantes : I. Viciées; IL. Trifoliées ; LIL. Hé- 
_ dysarées; IV. Génistées; V. Phaséolées; VI. Groupe des Lupins, 
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49 Le Pisum sativum L. 
(Planche III; PL XXIV, fig. 9-16). 


Les premiers échantillons étudiés ont été pris dans un jardin : 
les jeunes plantules possédaient de nombreux tubercules radi- 
eaux sur la racine principale; ils étaient surtout abondants au 
voisinage des éotylédons, alors qu’ils devenaient plus rares à 
une plus grande profondeur : les radicelles en étaient encore 
dépourvues. 

Ces tubercules, au voisinage des cotylédons, sont rapprochés 
les uns des autres et mélangés à des radicelles; ils sont arrondis 
quand ils sont jeunes, mais avec l’âge, certains deviennent plus 
ou moins allongés en ovale, alors que d’autres prennent la forme 
d’un rein, à concavité tournée du côté de l’extérieur : quelques- 
uns sont concrescents (fig. 1. T.) 

On sait que la racine, chez le Pois, possède trois faisceaux li- 
gneux qui confluent au centre : les trois faisceaux libériens 
alternes sont constitués par une couche de tubes criblés sous 
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laquelle existe un îlot de fibres libériennes étalé tangentiellement;; . 


le péricycle présente trois assises de cellules en face des pointe- 
ments ligneux, alors qu'il est réduit à une seule assise, en face 
des faisceaux libériens. 

Au moment où les tubercules proéminent au dehors, l’assise 
génératrice de la racine a déjà fonctionné; son méristème qui 
est apparu d’abord à la face interne des îlots de fibres libériennes, 
s’est étendu au-dessus des pointements ligneux de façon à pro- 
duire une couche continue et la quantité de bois secondaire et 
de liber secondaire est en relation avec l’âge de la racine. 

Sur cette racine, les nodules semblent disposés sans ordre; en 
réalité, sauf quelques exceptions, ils se trouvent placés en 


trois séries opposées aux trois faisceaux ligneux : à cet égard, : 


ils suivent donc la règle de position des radicelles elles-mêmes. 
Ainsi, sur une même section transversale de la racine, 1l n’est 
pas rare de trouver la section de deux ou trois tubercules qui 


s’insèrent sur cette racine sensiblement au même niveau(fig. 2,T): . 


on peut même y rencontrer, de plus, l’insertion d’une radicelle, 
ce qui implique le déplacement de l’un des tubercules qui se 
trouve alors situé en face de l’un des faisceaux libériens. 


Le fait qu’un tubercule se trouve en face du liber est assez rare : 


mais cette position ne résulte pas nécessairement d’un déplace- 
ment; on rencontre des tubercules isolés qui se développent 
entre deux faisceaux ligneux. 

On sait que les tubercules radicaux des Légumineuses se déve- 


loppent comme les radicelles aux dépens des cellules du périeyele 


de la racine : le Pois ne fait pas exception à cette règle. 

L’écorce de la racine qui est très épaisse, avec un nombre 
d’assises de cellules atteignant une quinzaine, se continue sur 
toute la surface du tubercule, alors que dans le cas des rädicelles, 
elle est digérée; mais son épaisseur est fortement diminuée et à 
la partie antérieure du tubercule, elle se trouve parfois réduite 
à deux ou trois assises. 

J'ai désigné précédemment ce prolongement de l’écorce de la 
racine à la surface du tubercule sous le nom de manteau, pour la 
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commodité des descriptions : ce manteau est parfois divisé en 
deux couches assez distinctes, l’interne qui continue de se cloi- 
sonner activement au fur et à mesure du développement du 
tubercule, alors que la couche externe dissocie ses cellules : la 
séparaticn de ces deux couches est surtout très nette à la base du 
tubercule. 

Le manteau est limité intérieurement par un endoderme qui est 
en continuation directe avec celui de la racine; pour le distinguer 


de celui-ci, on peut lui appliquer le nom de voile : manteau et 


voile n’appartiennent pas en propre au tubercule : ce sont des 
dépendances de la racine support. 

Le tubercule à cet égard, ne se comporte pas comme une radi- 
celle : Van, Tieghem, en effet, a montré (1) que chez le Pisum 
sativum, l’endoderme et les trois où quatre assises corticales 
internes dilatent à la fois et cloisonnent leurs cellules pour for- 
mer une poche digestive qui, au sommet, se compose de sept ou 
huit assises cellulaires : dans la formation des tubercules, cette 
poche digestive est absente et l’écorce de la racine, au lieu de 
subir une digestion complète,se cloisonne, ainsi que l’endoderme, 
pour suivre l’accroissement de volume du tubercule. 

Le tubercule lui-même, ainsi recouvert du manteau et du voile 
est tout entier, comme les radicelles, d’origine péricyclique : mais 
son sommet ne possède pas comme celui d’une radicelle les trois 
initiales destinées à fournir à celle-ci l’épiderme, lPécorce et le 
cylindre central : on observe seulement, dans le point de végé- 
tation, un cloisonnement intense qui donne naissance à une 
masse de parenchyme. 

La distinction que j’établis dans ce parenchÿme en médulle 
et écorce est destinée à séparer la partie centrale du tubercule 
qui est contaminée de sa partie externe restée indemne. 

C’est dans l’écorce ainsi caractérisée que se trouvent les fais- 
ceaux libéro-ligneux. 

Ces faisceaux sont adossés au voile; ils sont disposés en un 


1. Van Tieghém et Douliot, Recherches comparatives sur l’originé des membres 
endogènes, D: 185. Paris, Masson, 1889. 


Loue (Re 


cercle concentrique par rapport à l’axe même du tubercule : leur 


. nombre est variable : il peut s'élever jusqu’à une douzaine: ce 


nombre varie d’ailleurs avec la nature du tubercule et aussi avec 
le niveau de la section (pl L fie. 1). 

Chaque faisceau est entouré par un endoderme complet et la 
proximité de cet endoderme avec celui qui résulte du prolonge- 
ment de l’endoderme de la racine, — le poilé — a quelque chose 
de très particulier en anatomie végétale. 

Dans ces faisceaux, le péricycle est ünisérié, mais il n’est pas 
rare qu'à la suite d’un éloisonnement, il y ait deux assisés de 
cellules. Le bois est représenté par quelqües vaisseaux dans les- 
quels on reconnaît parfois une différenciation en ordre centri- 
pète: il est adossé du côté externe au péricycle. Le liber forme un 
ilot plus où moins étendu du côté interne, de telle façon qu'il 
serait assez näturel de considérer ces cordons l'béro-lignéux 
comme de simples faisceaux collatéraux, à Liber interne et à bois 
externe; toutefois, lorsqu'un de ces cordons se divise, le bois 
s'étale tangentiellement. 

L'origine du tubercule étant celui d’une racine, certains au- 
teurs, à la suite de Van Tieghem, préfèrent considérer ces cor- 
dons comme des stèles binaires de racine, dans lesquelles, par 
suite de l’absence d’un faisceau libérien, le bois se trouverait 


- adossé au péricycle : cette structure rappellerait le cas bien connu 


de la racine d’Ophioglosse. 

Si l’on part de l'extrémité antérieure du tubercule, on voit 
que ces cordons se réunissent latéralement, si bien qu’à la base 
du tubercule, le nombre peut se trouver réduit à deux; le bois de 
chacun d'eux va s'unir avec le faisceau ligneux de la racine et 


avec lé bois Secondairé qui commence à l’entourer par l’intermé- 


diaire de gros éléments vasculaires en tonnelet, à structuré anne- 
lée : ces éléments sont plus où moins nombreux et rappellent ceux 
qui constituent-le réseau radicifère de certaines plantes. Le liber, 
de son côté, se met en communication d’une part avec le liber 
primaire de la racine qui se trouve à côté des ilots de fibres libé- 
riennes et aussi avec le Liber secondaire en formation. 
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Les deux cordons basilaires du tubereule s’insèrent sur la 
racine tantôt au même niveau, tantôt à des niveaux un peu diffé- 
rents. 

Les sections longitudinales de la racine, perpendiculaires à 
l'axe du tubercule et passant au voisinage de l'insertion, mon- 
trent dans ces cordons la structure collatérale; ici, les vaisseaux 
annelés courts qui effectuent le raccord, sont intérieurs par rap- 
port au liber : le changement d'orientation du liber s'effectue à 
l'arrivée dans le tubercule. 

Mais, d’après ce qui précède, il faut bien se garder de croire que 
l'insertion des faisceaux du tubercule est toujours aussi régu- 
lière. | 

Ainsi, dans un cas, j’ai compté, sur une section longitudinale 
à leur arrivée dans le péricycle de la racine, cinq cordons libéro- 
ligneux; le groupe supérieur était formé de deux et l’inférieur de 
trois. 

On remarque que l’endoderme de la racine n’est pas toujours 
discontinu au niveau de la base du tubercule, comme il devrait 
l’être puisque ce dernier est d’origine péricyclique et se trouve 
déjà entouré par le voile : la présence de cette assise endoder- 
mique basilaire semblerait indiquer que le tubercule n’est qu’une 
excroissance de lécorce. ; 

Je ne m’arrêterai pas à cette idée en contradiction absolue 
avec ce que l’on sait de l’origine péricyclique des tubercules : il 
ne faut voir sans doute dans cette sorte de plancher de nature 
endodermique qu’une sorte de différenciation qui s’est produite 
postérieurement aux premiers cloisonnements du péricycle. 

Quoi qu’il en soit, le péricycle de la racine, à ce niveau, se 
trouve constitué par cinq ou six assises : son épaisseur est donc 
plus grande que partout ailleurs. 

Pour illustrer sur un exemple les détails qui précèdent, il n’est 
pas inutile de donner une description succincte d’une section 
transversale de racine portant plusieurs tubercules (fig. 2, T). 

Cette section semble présenter trois tubercules : en réalité, l’un 
d'eux, le plus important, est dédoublé : il se trouve nettement en 


— 33 — 


face de l’un des faisceaux ligneux, alors que le deuxième, beau- 
coup plus petit, n’est pas exactement en face le bois du second 

_ faisceau. . 
On voit que l’endoderme est continu autour du cylindre central 
de la racine; comme les tubercules sont d’origine péricyclique, 
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g. 2. T. — Section d’une racine portant trois tubercules au même niveau 


l’endoderme devrait se trouver interrompu à leur base et le péri- 
cycle de la racine se continuer directement avec le parenchyme 
de ces tubercules. 

Il a donc fallu qu’une différenciation ultérieure sé produise 
pour établir ces raccords endodermiques et donner ainsi nais- 
sance à un endoderme complet entourant le cylindre central. 
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Mais en face de ces raccords, le péricycle de la racine à une 
épaisseur plus grande que partout ailleurs; cette épaisseur tient 
d’une part à ce que le nombre des assises peut avoir été portée 
à cinq ou six et d’autre part, au fait que ces cellules disposées 
plus où moins en éventail ont augmenté sensiblement de volume 
suivant le rayon. 

Le cylindre central offre encore quelques particularités; c’est 
ainsi qu'au niveau du faisceau ligneux sur lequel vient s’insérer 
le système conducteur du tubercule, on remarque une produc- 
tion de bois secondaire qui est à peine ébauchée à la pointe des 


deux autres faisceaux; il y a là, de chaque côté, quatre à cinq 


assises d'éléments ligneux secondaires en communication avec les 
éléments vasculaires en tonnelet qui s'étendent dans le péricycle 
pour se continuer avec les faisceaux corticaux du tubercule. 

Le développement de ces gros éléments vasculaires annelés 
est parfois assez marqué surtout dans les sections longitudinales 
pour faire penser à un début de réseau radicifère. 

Dans la section transversale, dont il est question 1c1, la zone. 
génératrice à fourni en dedans des îlots libériens fibreux un méris- 
tème abondant : celui-ci commence à s'étendre à la surface des 
deux autres pointements ligneux; mais l'absence à ces endroits de 
bois secondaire contraste avec la structure du faisceau d’insertion. 

L’écorce de la racine est normale sur une de ses moitiés, avec 
son assise pilifère, sa couche subéreuse et la quinzaine d'assises 


de cellules qui la constituent, y compris l’endoderme : en ce 


qui concerne l’autre moitié, on voit qu’elle se prolonge sous forme 
de manteau et de poile à la surface des tubercules. 

Recouvert par le voile endodermique, le tubereule se montre 
constitué d’une écorce contenant les cordons libéro-ligneux et 
d’une médulle qui prend un grand développement dans les renfle- 
ments âgés. | 

Cette médulle est formée par les grandes cellules hypertrophiées 
renfermant le parasite : ce sont les cellules spéciales; entre elles 
existent un nombre plus ou moins grand d’autres cellules qui sont 
les cellules intermédiaires. 
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La répartition générale de lPamidon dans les tubercules est 
facile à préciser. 

Tout d’abord, il est utile de remarquer qu’on ne trouve en 
général d’amidon ni dans le cylindre central de la racine, ni dans 
_ son écorce : la formation de l’amidon est donc en quelque sorte 
localisée dans le tubercule lui-même. 

Il faut toutefois faire exception pour la partie antérieure du 
. manteau qui recouvre le point de végétation; les grains d’amidon, 
. Sans être très abondants dans les cellules, sont cependant parfois : 

en quantité très appréciable : quelques tubercules en possèdent 
même dans tout le manteau. 

Dans le tubercule très'jeune, l’amidon manque ou est peu abon- 
. dant : plus tard, soit dans l’écorce, soit dans la médulle, l’amidon 
est en quantité tellement considérable, que sous l'influence de la 
solution 10do-1odurée 1l parait complètement noir (pl. I, fig. 3); 
il se raréfie en approchant du point de végétation dont les cellules 
en sont complètement dépourvues. 

Vers la base du tubercule, la séparation du tissu amylifère 

du tissu péricyelique de la racine est fréquemment très nette ; 
- elle est indiquée par une assise qui a pris tous les caractères d’un 
. endoderme : c’est cet endoderme, désigné sous le nom de voile, 
qui recouvre le tissu amylifère du tubercule. 

En ce qui concerne la distribution même des grains d’amidon 
dans ce tubercule, on peut dire que les cellules corticales et les cel- 
- Jules intermédiaires en sont bourrées et que les cellules paräsitées 
- en possèdent une assise pariétale et parfois plusieurs (pl. IT, 
- fig. 5, 6). | 
» Il m'a paru que, d’une manière générale, les grains d’amidon 
qui se trouvent dans les cellules intermédiaires et les cellules 
- parasitées sont plutôt simples, très gros, avec un hile central, alors 
que dans les cellules corticales, J'ai fréquemment observé des 
. grains composés dont le volume était parfois considérable (pl. FE, 
fo. 3-5). 

Quant aux amyloplastes voisins du point de végétation 
(pl. IT. fig. 4), ce sont des plastes qui s’imprègnent de substance 
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amylacée et dont le nombre est assez élevé dans chaqgne cellule; 
leur présence à ce nlveau est la preuve que les cellules du point 
de végétation sont pourvues de nombreux plastes (pl. L fig. 2), 
alors même qu’on n’arrive pas toujours à les différencier nette- 
ment par les méthodes ordinaires de coloration. 

Les tubercules renferment, comme on le verra en détail plus 


Eig. 3. T. — Pénétration d’un filament muqueux d’infection an travers du manteau 


- et de la zone de croissance, 


loin, de nombreuses bactéries ; c’est sous leur action que ces tuber- 
cules apparaissent sur les racines et emmagasinent de l’amidon 
en si grande quantité. 

| On peut se demander comment ces parasites arrivent à l’inté- 
rieur des tissus de la racine pour y provoquer ces excroissances : 
chacun des tubercules a-t-il nécessité un apport spécial de bac- 
téries ou bien, après pénétration du parasite, celui-ci peut-il che- 
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miner le long de la racine, provoquant çà et là une formation de 
. nodules. 

La première hypothèse me semble la seule exacte : sans vou- 
loir nier la possibilité d’une seule infection pour plusieurs tuber- 
cules voisins, je suis certain qu’en général chaque nodule a eu 
pour point de départ la pénétration d’une colonie de Bactéries 
apportées à l’intérieur des tissus. 

Ainsi, sur un nodule encore très jeune, j'ai pu faire une pre- 
mière observation extrêmement intéressante (fig. Sen Lee 

La préparation avait été colorée à l’hématoxyline ferrique et 
traitée ensuite par la safranine : un filament muqueux avait sa 
substance colorée en rouge par la safranine, alors que les microbes 
qu’il contenait avaient conservé une teinte noire : ce tube, à par- 
tir de l’intérieur du poil absorbant, avait traversé en ligne droite 
les cellules du manteau, c’est-à-dire les assises faisant partie de 
l’écorce de la racine : arrivé à la troisième assise, il avait com- 
mencé à se ramifier au niveau d’un espace intercellulaire et il 
avait pénétré ensuite dans le tubercule lui-même, tantôt chemi- 
nant dans les espaces intercellulaires, le plus souvent traversant 

directement les cellules. 

Tandis que dans la première partie du trajet, le tube était 
dépourvu de microbes et se trouvait réduit à son mucus, plus 
loin, on reconnaissait facilement les bactéries disposées sur deux 
rangs ou davantage selon le diamètre même du tube : on pouvait 
suivre celui-ci jusqu'à l’intérieur d’une cellule déjà envahie 
d’autres cas analogues ont été observés fréquemment (pl. I, 
fig. 2) et j'ai pu suivre ce mode de pénétration chez d’autres es- 
pèces. | 

Examinons maintenant comment se présente un jeune tuber- 
cule : il sera possible alors de montrer comment se fait la distri- 
bution des tubes muqueux et comment ils assurent la contamina- 
tion des cellules. 

Du côté de la face postérieure et séparées du cylindre central 
de la racine par une épaisseur plus ou moins grande de paren- 
chyme ordinaire, se trouvent les cellules qui les premières ont 
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reçu l'apport des Bactéries : elles ont déjà subi une hypertrophie 
notable. | 

Du côté de la face antérieure, au niveau de lendoderme, les 
cellules du point de végétation sont en multiplication active; il 
existe là quelques assises de cellules aplaties avec de nombreux 
noyaux en division : elles ne renferment ni tubes muqueux, ni 
bactéries; mais celles qui du côté interne les continuent, montrent 
de nombreux tubes muqueux (pl. E, fig. 12) : ceux-c1 sont rami- 


fiés : ils traversent parfois en droite ligne trois ou quatre cellules = 


ou bien suivent plus ou moins longtemps des espaces intercellu- 


Jaires : ces tubes envoient des prolongements de même nature 


dans la plupart des cellules; ces rameaux se recourbent au voisi- 
nage des noyaux et fréquemment se renflent en boules : 1l semble 
que le noyau, par les substances qu'il secrète, agit sur le mucus 
pour le dissoudre plus ou moins et mettre les bactéries en hberté. 

Dans cette zone antérieure, on ne voit done encore que des 
filaments muqueux, sans Bactéries libres : celles-ci sont encore en- 
globées dans le mucus; elles sont très distinctes sous la forme 
de bâtonnets orientés dans le sens du tube en deux ou trois rangs, 
parfois en un seul : les noyaux, dans cette zone, sont encore en 
division (PI. I, fig. 12). 

À partir de là et jusqu'aux cellules de la face postérieure, on 
assiste à tous les stades de la dissémination-des Bactéries (pl. IT, 
fig. 7-8) : elles se logent d’abord dans la couche pariétale de cyto- 
plasme et aussi dans les trabécules. qui réunissent celle-ci au 
noyau : la masse augmente et s'étend finalement jusqu’à la sur- 
face de l'élément nucléaire à l'exception cependant parfois d’une 
grande vacuole. 

Les cellules, sous Pinfluence de cet envahissement, sont 
deveuues progressivement très grosses. et le noyau atteint lui- 
même un volume considérable : il possède un très gros nucléole 
qui se colore en noir foncé par l’hématoxyline et un nucléo- 
plasme dense plus: ou moins granuleux; on aperçoit parfois 
au contact de la surface de ce dernier la section d’un tube 
muqueux. | 
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Dans les cellules ainsi envahies par le parasite, on retrouve 
partout la trace des tubes muqueux; mais ils tendent à devenir 
moins distincts au fur et à mesure que la cavité oeHEyiaire se rem- 
plit de microbes. 

Il ne faudrait pas croire cependant qu’ils disparaissent com- 
plètement : à l’aide de certaines méthodes de coloration, on peut 
continuer à mettre en évidence l’ensemble du système dans les 
tubercules plus âgés 

J’ai obtenu de D résultats en traitant assez rapidement 
les coupes par l’hypochlorite de soude et ensuite, après un bon 
lavage, par une solution de carmin aluné : on distingue alors le 
plus souvent très nettement, même dans les portions âgées des 
tubercules, les filaments muqueux colorés fortement en rouge; on 
les suit, tantôt traversant plusieurs cellules en ligne droite, tan- 
+Ôôt suivant les espaces intercellulaires; ils distribuent dans toutes 
les cellules attaquées, un prolongement qui va se terminer au 
voisinage du noyau ou à son contact : souvent, il est recourbé et 
terminé en boule à son extrémité. 

Toutes les cellules spéciales, celles qui sont contaminées et 
hypertrophiées, ont reçu un ou plusieurs de ces prolongements 
muqueux, chargés d’assurer lapport des bactéries : les cellules 
intermédiaires n’en montrent pas, ce qui explique pourquoi elles 
sont restées indemnes. 

D’après ces constatations, il est certain que l’infection se fait 
uniquement par l'intermédiaire des tubes muqueux et de leurs 
très nombreuses ramifications. 

Tous ces filaments muqueux ont un diamètre assez régulier soit 
qu’ils circulent dans les espaces intercellulaires, soit qu’ils tra- 
versent les cellules. 

On s'explique assez mal jusqu'ici comment une disposition qui 
rappelle de si près l’envahissement d’un tissu par un mycélium 
- de Champignon, peut être réalisé par des êtres dissociés et de 
nature aussi simple que des Bactéries. 

Il est facile sans doute de dire que ces Bactéries se placent 
parallèlement en files, secrètent du mucus comme dans les z00- 
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glées ordinaires, continuent à se diviser transversalement et 
donnent ainsi naissance à des filaments; ces filaments se répan- 
draient dans les cellules attirées par un chimiotactisme spé- 
cial. ‘ 

Qui ne voit que toute la difficulté réside dans le fait évident 
que l’ensemble du système de filaments muqueux se comporte 
exactement comme une individualité mycélienne dont tous les 
éléments, cellules ou énergides, sont dans une étroite dépendance, 
alors qu’il ne s’agit ici que d’éléments libres, sans aucune con- 
nexion entre eux? 

L’explication ne pourrait se trouver, semble-t-il, que dans 
l'existence d’une interaction entre tous ces éléments, interaction 
qui rappellerait celle que présentent les cellules d’un organisme 
pluricellaire : mais essayer de faire concourir à un résultat aussi 
compliqué que celui-ci, l'interaction de bactéries toutes sembla- 
bles, semble chose peu vraisemblable à première vue. 

S'il s'agissait uniquement de faire remplir une série de canaux 
fins par une zooglée de Bactéries, 1l n’y aurait pas lieu de s’éton- 
ner outre mesure, mais dans les jeunes tissus des tubercules et en 
particulier dans le point de végétation, il n'existe pas de méats 
intercellulaires : ce sont les filaments muqueux qui les déter- 
minent par écartement des membranes : d’ailleurs, si ces méats 
existaient, l’explication n’aurait aucune valeur pour les tubes 
qui traversent l’intérieur des cellules en ligne droite; elle n’en 
aurait pas davantage pour ceux qui circulent dans l’épaisseur 
d’une cloison. 

Il faut donc renoncer pour l'instant à comprendre l’une des 
manifestations les plus intéressantes du parasitisme dans la 
nature et se contenter d'exposer les faits observés. 

Le nombre des files de Bactéries contenues dans un tube mu- 
queux varie avec son diamètre : il est ordinairement de deux ou 
quatre; plus rarement, il ne contient qu’une seule rangée axiale 
d'éléments. 

On pourrait croire que cette dernière disposition est due à ce 
que les autrés bactéries ont abandonné le filament: mais cela 
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semble tout à fait improblable, car elle correspond à un plus 
faible d'amètre des tubes. 

D’une façon générale, 1} me paraît que les bactéries contenues 
dans les tubes muqueux sont incapables le plus souvent de se 
dégager du mucus qu’elles ont secrété, sauf à l'extrémité des 
rameaux intercellulaires; les tubes, avec leur contenu bactérien, 
traversent impunément le cytoplasme et les vacuoles : mais le 
filament recourbé qui se rend au contact du noyau subit un sort 
différent : ce noyau agit sans doute sur le mucus qu’il gonfle en 
sphère et c’est alors que les bactéries se dégagent, se répandent 
dans la cellule et s’y multiplient. | 

Toutefois, J’ai rencontré certaines parties de ces tubes mu- 
queux qui étaient vides; le centre formait une sorte de canal 
légèrement coloré alors que l'enveloppe incolore figurait une 
membrane assez épaisse ; mais ce cas est relativement assez rare. 

La méthode de coloration à l'hématoxyline ferrique permet 
de voir nettement les Bactéries à l’intérieur des filaments : elles 
ont l’aspect de fins bâtonnets en tcus points semblables à ceux 
qui envahissent le cytoplasme des cellules : protégées par leur 
enveloppe de mucus contre l'effet de la solution d’alun, elles con- 
servent ordinairement leur teinte noire : si l’on emploie la double 
coloration hématoxyline ferrique et safranine, le mucus se teint 
en rouge. 

J’ai observé dans le pcint de végétation de ces Jeunes tuber- 
cules de nombreuses divisions nucléaires à tous les stades surtout 
dans la première zone; dans la seconde zone, alors même que le 
parasite commence à se répandre dans le cytoplasme, 1l existe 
encore quelques mitoses. | 

Les noyaux, au stade de repos, ont en général un gros nucléole 
central entouré par un nucléoplasme dense et plus ou moins 
granuleux; dans la zone de point du végétation, là où les divi- 
sions nucléaires sont nombreuses, il existe souvent deux ou trois 
nucléoles et parfois davantage. 

On peut suivre facilement les différents stades de la division 
du noyau dans les tubercules jeunes et le point de végétation de 
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ceux qui sont plus âgés : j’en reproduirai quelques-uns en vue 
de montrer que le voisinage de cellules déjà parasitées n’influe 
pas sensiblement sur la marche de la division. 

Les sections transversales du nodule, effectuées à partir du 
sommet et qui affectent ainsi le point de végétation en pleme 
activité, montrent de nombreuses mitoses (fig. 1, B: T.), comme 
ces mitoses se succèdent rapidement, le stade « ques » est 
rare ou dure peu. 


À un moment donné, le noyau qui possède den un 


gros nucléole à contour arrondi ou irrégulier montre une struc- 
ture nettement réticulaire : le réseau très fin est formé d’une subs- 
tance homogène peu chromatique. 

Sur ce réseau, il se produit de petits dépôts de chromatine, si 
bien que l’on pourrait croire à une structure finement granuleuse; 
mais on reconnaît en examinant ces épaississements chromatiques 
qu’ils sont reliés les uns aux autres par les trabécules du réseau 
(plu. fign12) 

Les chromosomes se dégagent progressivement par accumula- 
tion de chromatine suivant certaines lignes de ce réseau dont les 
parties minces disparaissent en s’incorporant par une sorte de 
rétraction aux chromosomes. 

Ceux-ci affectent bientôt l'aspect de filaments chromatiques de 
faible diamètre, et plus ou moins contournés en zig-zag (pk I, 
fig. 12) autour du nucléole ou des nucléoles : toute trace du 
réseau a disparu et la cavité nucléaire ne contient en dehors des 
chromosomes qu’un enchylème achromatique, si bien que la 
cavité nucléaire, réserve faite des chromosomes et des nucléoles, 
semble vide. 

Les chromosomes augmentent de diamètre, vraisemblablement 
aux dépens de la substance nucléaire et ils deviennent moins 
simnueux; à ce moment, le noyau s’entoure d’une zone de eyto- 
plasme. 

Les chromosomes commencent à se recourber en fer à cheval, 
forme sous laquelle ils se présentent à la métaphase; plusieurs 
auteurs indiquent comme nombre de chromosomes dans le 
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Pisum sativum le chiffre 14 : quelques numérations m’avaient 
donné, semblait-il, le nombre 16 : mais ces numérations ont été 
trop peu nombreuses pour qu’il y ait lieu de modifier ou même 
de mettre en doute les résultats indiqués par les auteurs. 

Bien que je n’aie observé la d'vision longitudinale des chro- 
mosomes qu'à la métaphase, sans doute à cause de trop fortes 
colorations, je n’ai pas du tout l’intention de nier qu’elle puisse 
se produire beaucoup plus tôt, dès le stade en zig-zag. 

La formation du fuseau, celle de la plaque cellulaire, ne m’ont 
fourni aucune remarque particulière : à l’anaphase, bien que les 
chromosomes soient fortement tassés en une masse chromatique, 
il me paraît certain qu'ils conservent leur indépendance. Je serais 
assez disposé à croire également que dans la reconstitution des 
noyaux à structure réticulée qui ont servi de point de départ à 
cette rapide et très incomplète description, les chromosomes 
peuvent aussi conserver leur individualité : mais la question de la 
permanence des chromosomes est si délicate qu’il serait tout à 
fait imprudent de se faire une opinion sur des impressions aussi 
limitées. 

Ce qui m’a frappé, ce sont certains aspects des nouveaux 
noyaux dans lesquels les chromosomes, en s’écartant les uns 
des autres, forment de larges bandes reliées entre elles par des 
anastomoses nombreuses : ces bandes alvéolisées ont été fré- 
quemment décrites; elles forment la transition avec le fin réseau 
achromatique qui a servi de point de départ; un de ces stades 
intermédiaires est celui dans lequel des dépôts de chromatine 
s’observent plus ou moins nombreux sur les anastomoses, avant 
que celles-ci forment un réseau complet de substance nucléaire à 
peine chromatique. 

Dans ces cellules en voie de cloisonnement, les cytosomes sont 
difficiles à différencier : ils s’y trouvent cependant : mais leur 
nombre m'a paru moins élevé que dans les cellules au repos : 
quant aux plastes, on ne les aperçoit pas ordinairement. 

La multiplication des cellules dans la zone de croissance des 
tubercules a donc lieu avec une division indirecte des noyaux : les 
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mitoses peuvent être observées jusqu’à la limite où les Bactéries 
envahissent le contenu cellulaire (pl. I. fig. 12). 

Dans ces très jeunes tubercules, l’amidon manque ou est très 
peu abondant; il en sera tout autrement dans la suite du déve- 
loppement. 

Dans les tubercules plus âgés, il suffit de traiter par la solution 
iodée une coupe mince faite parallèlement à l’axe du tubercule 
pour constater que, dans la moitié postérieure, les cellules conta- 
minées et les cellules intermédiaires contiennent une grande quan- 
tité d’amidon, alors que la partie antérieure où les cellules sont 
plus jeunes en est dépourvue : il existe une zone intermédiaire 
où, dans quelques cellules seulement, l’'amidon commence à faire 
son apparition. , 

Ces grains d’amidon dans la zone postérieure sont très gros ; 
leur contour est arrondi ou elliptique; le hile est sphérique, par- 
fois il à l'aspect d’une fente : ces grains d’amidon remplissent 
complètement la cavité des cellules intermédiaires et auss', mais 
à des degrés variables, les cellules corticales. Quant aux cellules 
parasitées, elles se présentent sous des états différents : le plus 
souvent l’amidon est réparti en une assise unique de grains dis- 
posés sous la membrane et entourant ainsi la masse des Bactéries 
qui remplit la cellule hypertrophiée (pl. I. fig. 8); tantôt le 
nombre des assises formées par les grains d’amidon est plus élevé 
et les Bactéries n’occupent qu’un espace réduit dans ces cel- 
lules (pl. IT. fig. 5-6); toutes les transitions existent; dans les 
tubercules âgés, l’amidon disparait progressivement. 

La solution iodée montre dans toutes ces cellules amylifères 
une grosse sphère qui se colore en bleu : on constate que cette 
grosse sphère n’est autre chose que le noyau qui est imprégné 
d’amidon. i 

Je n'ai pas connaissance qu’un tel fait ait déjà été signalé 
et son interprétation n’est pas sans présenter quelques difficultés, 
d'autant plus qu’il s’agit bien d’une localisation, car le reste de 
la cellule et en particulier la masse des Bactéries ne prend pas 
cette teinte bleue. ; - 
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. On serait tenté de voir là une fonction amylogène du noyau 
fournissant ainsi à l’état de solution la substance qui se déposera 
ensuite sur les amyloplastes : mais il est plus naturel et sans 
doute plus exact de supposer que sous l’action des microbes agis- 
sant sur l’amidon, celui-ci passe à l’état d’amidon soluble impré- 
gnant le noyau. 

Le mode de formation de l’amidon est particulièrement diffi- 
cile à saisir dans ces tubercules et pour y arriver, il faut exami- 
ner la partie du tubercule qui se trouve entre la zone antérieure 
dépourvue d’amidon et la zone postérieure qui en est remplie: 
les cellules corticales sont peut-être encore plus favorables à cette 
observation que les cellules intermédiaires de la médulle. 

Les cellules qui vont donner naissance à l’amidon possèdent, 
comme dans tous les tissus, d’une part des plastes et d’autre part 
des cytosemes : mais tandis que les cytosomes avec les méthodes 
histologiques ordinaires et en particulier avec l’hématoxyline 
ferrique, suivie ou non de l'emploi de la safranine, sont visibles 
sous l’aspect de sphères noires assez nombreuses, dispersées 
‘irrégulièrement dans le cytoplasme, 1l en est tout autrement 
des plastes qu’, en général, sent peu apparents. 

On serait tenté de considérer toutes ces sphères noires, tous 
ces cytosomes comme représentant à la fois les plastes et les 
mitochondries : cette confusion s’est produite maintes fois dans 
l'esprit des chondriomistes en histologie végétale. 

Pour distinguer les plastes avant la formation de l’amidon, il 
faut des colorations intenses à l’hématoxyline ferrique qu’il est 
bon de faire suivre d’une action plus ou moins prolongée de safra- 
nine; dans ces conditions, il est possible de distinguer, dans le cy- 
toplasme, à côté des sphèrés noires, des corpuscules sensiblement 
plus gros, de forme ordinairement elliptique, légèrement colorés 
en rose : la substance qui les constitue, est très peu dense, alors 
que celle des cytosomes l’est beaucoup : ces corpuscules ellip- 
tiques ou arrondis sont les plastes qui vont se transformer en 
amyloplastes. 

La transformation débute par une imprégnation de chroma- 
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tine qui les rend sensibles à l’hématoxyline ferrique (pl. I. fig. 2); 
ils se colorent à ce moment comme les cytoscmes; mais leur gros- 
seur et leur forme rend la distinction facile (pl. IT. fig. 4). D’ail- 
leurs, cet état dure peu et à l’intérieur de ces corpuscules chro- 
matiques se produit le dépôt d’amidon; celui-ci, incolore, occupe 
d'ordinaire le centre et il se trouve ainsi entouré d’une couronne 
noire qui s’amineit au fur et à mesure que le grain d’amidon 
grossit; parfois, la partie chromatique qui persiste se réduit à une 
couronne et finalement disparaît. | 

Tous ces changements doivent se produire très vite, car cette 
transformation des plastes en grains d’amidon est loin d’être 
facile à suivre. | 

Les eytosomes conservent leur même apparence au milieu des 
grains d’amidon qui envahissent les cellules : on les retrouve 
abondants dans les cellules les plus âgées. 

La répartition dés grains d’amidon en une assise ordinairement 
pariétale s'explique par la disposition même du cytoplasme quand 
les cellules sont envahies par le microbe : 1l se trouve ordinaire- 


ment former une couche sous la membrane et n’envoie que 


quelques trabécules au noyau; or, c’est dans cette couche que 
les plastes se transforment en grains d’amidon : les trabécules 
peuvent cependant aussi contenir quelques plastes; on les re- 
trouve alors dans ce cas sous forme de grains d’amidon dans la 


masse même des Bactéries. 


La distribution des cytosomes, pour les mêmes raisons, res- 
semble à celle des grains d’amidon; dans les cellules contaminées, 
ils sont plus abondants à la périphérie de la cellule (pl. IL. fig. 5); 
dans les cellules intermédiaires, comme dans les cellules cortieales, 
ils se trouvent entre les grains d’amidon (pl L fig. 4). 

Quelques divisions cellulaires continuent de se produire dans 
la part'e des tubercules où les cellules sont déjà assez fortement 
envahies par les Bactéries : ainsi j'en ai remarqué une qui m'a 
paru être dans ce cas; une cloison la séparait en deux et cette 
cloison était dépourvue de lassise pariétale d’amidon existant 
partout ailleurs (pl. E. fig. 7); cette cellule était remplie de Bacté- 
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ries et les deux noyaux attenant à la cloison mince se coloraient 
en bleu par lPiode : quelques rares cellules contiennent deux 
noyaux (pl. I. fig. 6). 
. Dans les tubercules plus âgés, on peut observer un dernier 
stade dans l’évolution du parasite et le comportement des cel- 
lules de la médulle. 

Jusqu'ici les Bactéries s'étaient montrées sous la forme de 
bâtonnets ou de courts filaments qui,en pullulant, envahissxient 
la cavité cellulaire jusqu’au noyau d’un pseudo tissu dense (pl. I. 
fig. 8), en faisant même souvent disparaître toute trace de va- 
cuoles (pl. L. fig. 9) : alors que le volume de la cellule augmentait 
dans des proportions considérables, celui du noyau suivait une 
évolution parallèle : son nucléole devenait énorme et son nucléc- 
plasme se montrait tout d’abord très dense et plus ou moins ho- 
mogène. Dans la suite, ce noyau se modifie; sa structure devient 
spongieuse réticulée : dans les mailles sont distribuées des granu- 
lations chromatiques de grosseur variable et le volume du 
nucléole est souvent fortement réduit; fréquemment aussi, dans 
ces grandes cellules hypertrophiées, il existe une grande vacuole 
centrale : le noyau se trouve relégué sur le côté avec une struc- 
ture de plus en plus spongieuse réticulée avec granulations chro- 
matiques (pl. I. fig. 10). 

L'évolution des Bactéries du Pois est très curieuse; d’abord, 
comme dans beaucoup d’autres espèces, les bâtonnets peuvent 
se ramifier en forme d’X ou Y : c’est à ces formes ramifiées que 
j'appliquerai exclusivement par la suite le nom de «Bactéroïdes »; 
mais les bâtonnets comme les Bactéroïdes sont susceptibles de 

se transformer en sphérules de différentes grosseurs qui sont 
isolées ou restent au contraire associées de façon variable : ces 
sphérules se colorent-par la solution iodée en jaune acajou. 

Si l’on écrase un fragment de la médulle d’un gros tubereule, 
‘on voit dans l’eau de la préparation, une quantité considérable 
de ces sphérules, dont beaucoup sont associées par deux; si l’un 
des grains est plus petit que lPautre, on croirait avoir affaire à 
une Levure qui bourgeonne : parfois un plus ou moins grand 
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nombre de ces sphérules bactériennes sont réunies en chaînettes : 


on aura une idée de la diversité d'aspect de ces formations, en 


consultant les figures 15 et 16 de la planche X XIV : dans quel- 
ques éléments de transition, on observe un globule réfringent et 
sur les formes les plus grosses, la solution iodée met en évidence 
une membrane assez épaisse entourant le cytoplasme (pl. XXIV. 
fig. 16). 

J'ai observé que sur certains tt bercules, les fins bâtonnets du 
début, sans augmenter sensiblement de volume, s’arrondissent 
en sphérules qui sont alors beaucoup plis petites que les précé- 
dentes. 


Enfin, il arrive que même sur des tubercules âgés, les bâtonnets 


conservent leur forme initiale dans toutes les cellules; dans ces 
conditions, toute la cellule parasitée est remplie d’une sorte de 
zooglée compacte, ou bien encore, la cellule renferme un certain 
nombre de colonies plus ou moins indépendantes et arrondies, 
dans chacune desquelles on arrive à distinguer les éléments bac- 
tériens constituants (pl. XXIV, fig. 13. A. B). 

Par contre, certains tubercules âgés ne renferment guère que 
des sphérules bactériennes, dernier terme de l’évolution. 

On peut se demander si la vitalité existe encore dans ces glo- 
bules et s'ils sont capables de germer en reproduisant la forme 
initiale en bâtonnet, comme les kystes ou les spores. 

Il est impossible de répondre à cette question, tant que l’on 
n’aura pas observé la germination de ces sphérules : ce qui paraît 
certain, c’est qu’assez fréquemment, ces sphérules et ces grains 
sont finalement digérés par les cellules : sans doute, même dans 
des tubercules portés sur des pieds ayant de nombreuses gousses, 
la solution iodée donne encore une teinte acajou à beaucoup de 
ces sphérules, mais il en est d’autres qui restent incolores et 
semblent avoir perdu leur cytoplasme. 

La disparition du contenu est confirmée par l'emploi de 
l’'hématoxyline ferrique; par cette méthode, on voit que dans les 
cellules parasitées, il existe en proportion variable des sphères 
restées incolores au milieu de sphères chromatiques restées 
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noires : on est en droit de conclure, semble-t-il, que les premières 
ont perdu leur contenu, sous l’action digestive des cellules para- 
sitées. 

Dans les conditions ordinaires, l’évolution des Bactéries est en 
relation avec l’âge des cellules du tubercule : les bâtonnets se 
trouvent dans les cellules qui viennent d’être contaminées, au- 
dessous du point de végétation; plus bas, on observe les cellules 
à Bactéroïdes; enfin, dans la région basilaire, sur une longueur 
plus ou moins grande, les cellules parasitées ne renferment 
plus que des grains ou des sphérules. 

Cette règle souffre cependant des exceptions, puisque nous 
avons vu que, dans certains tubercules, presque toutes les cel- 
lules renferment des bâtonnets, alors que chez d’autres tuber- 
cules, 1l n’y a plus guère que de très petites sphérules. 

L'évolution de la formation amylogène et la disparition de 
lPamidon sont aussi en relation avec l’âge des cellules du tuber- 
cule : si celui-ci est très jeune, 1l est dépourvu à peu près totale- 
ment d’amidon dans les cellules en multiplication : très vite, on 
y distingue la région de croissance sans amidon et la région de 
base où les cellules sont déjà contaminées: toute cette région 
y compris les cellules de l’écorce bleuissent fortement au contact 

.de la solution iodée. Dans un tubercule âgé, cette même solution 
permet de distinguer facilement trois régions dont l’importance 
est variable selon les cas : région de croissance à l'extrémité 
du tubercule sans amidon, région occupant la base du tubercule 
également sans amidon; entre les deux, une région amylifère, 
plus ou moins étendue (pl. XXIV, fig. 12-14) : l'amidon appa- 
raît au sommet de cette dernière par la transformation des plas- 
tes en amyloplostes : il disparaît progressivement vers le bas 
par suite de la digestion dont il est l’objet. 

Cette digestion, dans les cellules parasitées, s'exerce sur lassise 
pariétale d’amidon qui se trouve sous la membrane : les grains 
se trouvent peu à peu réduits 4 l’état de minces plaquettes, à con- 
tour irrégulier qui finissent par être résorbées complètement; ce 
mode de digestion m’a paru être également celui des grains 
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® d’amidon existant dans les cellules intermédiaires et les cellules 


corticales. 

En faisant agir la solution iodo-iodurée sur des parties minces 
écrasées du tubereule, j'ai remarqué que la plupart des grains 
en digestion étaient discoides : le centre se colorait en bleu et la 
couronne qui l’enveloppait prenait une teinte jaune rougeâtre 
faible, comme s’il s'agissait d’érythrodextrine. 

La région amylifère est très développée dans les tubercules 
d'âge moyen, recueillis sur des pieds en pleine végétation : elle se 
réduit, par le phénomène qui vient d’être décrit ou disparait 
même en grande partie, dans les tubercules âgés au moment de 
la fructification : cette disparition est due à n’en pas douter, à 
un transport de la substance amylacée des tubercules vers les 
gousses et les graines. 

On pourrait en dire autant sans doute pour les cellules para- 


_sitées dont certaines se vident aussi de leur contenu albuminoïde 


d’origine bactérienne : mais la transformation est moins facile 
à suivre que pour l’amidon et 1l y'a lieu de supposer que la pro- 


duction de substances albuminoïdes utiles à la plante se fait dans 


les cellules parasitées, sans préjudice de la digestion partielle 
des éléments bactériens qui s’observe dans les vieux tubercules. 


Il me parait d’ailleurs certain que chez le Pois, la digestion ; 


des éléments bactériens est beaucoup moins générale que chez 
les autres espèces et cela se comprend, puisque les grosses spores 
qui terminent l’évolution ont une épaisse membrane. : 

Dans une dernière observation faite le 4 octobre 1925, sur des 
pieds ayant formé leurs gousses, les cellules parasitées des tuber- 
cules ayant persisté, avaient toutes leurs cellules remplies de ces 
spores dont les plus grosses avaient une épaisse membrane : au- 
cune ne présentait trace d’altération. Ces tubercules avaient con- 
servé un peu d’amidon dans les cellules de la médulle. 
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20 Le Vicia sativa L. 


(PL. XII, PL XIIL fig. 3-6; Planche XX, fig. 6). 


Les premiers tubercules étudiés ont été récoltés à la fin d’avril 
1925 sur des pieds de Vicia qui poussaient çà et là en plein champ 
et qui, malgré l’absence de fleurs à cette époque de l’année m'ont 
paru devoir être rapportés à la Vesce cultivée : parmi ces tuber- 
cules, quelques-uns montraient un commencement de ramifica- 
tion. 

IF suffisait d’écraser sur une lame une petite portion de tuber- 


_cule pour observer en liberté dans l’eau les formes jeunes et les 


formes ramifiées en Y de la Bactérie (pl. XIL. fig. 5) : tous ces 
éléments s’agitent, se retournent sur eux-mêmes, sont secoués 
par des trépidations d’amplitude plus ou moins grande; mais je 
n'ai pas constaté de mouvements proprement dits. 

Le vacuome dans les Vicia est extrêmement riche en méta- 


 chromatine : les colorations vitales au rouge neutre amènent la 


précipitation dans les vacuoles de chromidies en bandes mame- 
lonnées très curieuses (pl. XIT, fig. 4); vers le sommet du tuber- 
cule examiné, le nombre des cellules contaminées était réduit à 
deux ou trois (pl. XII. fig. 2), alors que le reste de la médulle 
était constitué par de grandes cellules avec chromidies en bandes 
ou arrondies ; les cellules corticales au contact de la médulle ren- 
fermaient aussi beaucoup de métachromatine. Dans Fa portion 
moyenne du tubercule, les cellules contaminées étaient nom- 


__ breuses, alors que celui des cellules intermédiaires diminuait : 
. celles-ci renfermaient moins de chromidies. 


Dans un autre tubercule, l’assise de cellules entourant direc- 


tement la médulle était particulièrement riche en métachroma- 


tine : le chromidium coloré en rouge donnait des endochromidies 


. de forme variable : le chromidium était moins dense dans les 


cellules corticales externes et le précipité plus léger. 
La répartition de l’amidon dans ces tubercules est la suivante : 
on en trouve en quantité faible dans les cellules intermédiaires 
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de la médulle, en quantité un peu plus grande dans la zone cor- 
ticale interne (pl. XIT. fig. 3). | 

En examinant le sommet des tubercules, dans la zone de crois- 
sance, on arrive à suivre les premiers stades de l’envahissement 
des cellules par les Bactéries : les filaments muqueux se compor- 
tent à la facon ordinaire (pl. XII. fig. 6); parfois, ils sont très 
minces et ne renferment qu’une seule file d'éléments bactériens ; 
cette bactérie est très petite : elle envahit la couche pariétale de 
cytoplasme et les trabécules, s’il en existe; puis se multiplie au- 
tour du noyau (pl. XII. fig. 6-7; pl. XIII, fig. 4) : un peu plus 
tard, on trouve ces Bactéries allongées en bâtonnets simples ou 
ramifiés en Ÿ autour d’une grande vacuole (pl. XII, fig. 8). 

Les cellules envahies, dans ces tubercules, étaient toujours 
assez pauvres en cytoplasme; celui-ci ne formait ordinairement 
qu'une couche pariétale assez mince : c’est dans ce cytoplasme 
que se multiplient les Bactéries autour de la grande vacuole 
centrale. La même disposition persiste dans les cellules plus âgées 
et hypertrophiées; les Bactéries continuent d’occuper en couronne 


la périphérie de la cellule en entourant la grande vacuole centrale : 


on les y retrouve à des stades plus ou moins avancés de leur évo- 
lution : le dernier stade de cette évolution est la transformation de 
ces Bactéries en sphères; ces sphères sont d’abord chromatiques 
(pl. XIIT, fig. 3); elles finissent par perdre les unes après les 
autres la propriété de se colorer avec l’hématoxyline ferrique et 
passent sans doute à l’état de simple sphérule albuminoïde 
(pl. XIE, fig. 10). 

Mais toutes les Bactéries sont loin d’atteindre ce stade sphé- 
rulaire : quelques-unes en restent au stade bactéroïde (pl. XIII, 
fig. 3-6), mais 1ci encore l’action digestive de la cellule peut inter- 
venir; on rencontre, en effet, des cellules dans lesquelles ces Bac- 


téroïdes se vacuolisent et finalement deviennent achromatiques : | 


en ne formant plus qu'une sorte de pseudoparenchyme à éléments 
indistincts. 


On remarquera que, dans ces tubercules, les cellules contami- 


nées conservent toute leur vitalité, attestée par la structure de … 


leur noyau : celui-ci non seulement atteint un volume remar- 
quable; mais il possède un gros nucléole, un nucléoplasme dense 
avec nombreuses sphérules chromatiques (pl. XIII, fig. 3-6). 

Le cytome et le plastidome n’ont pas fait l’objet d’une re- 
cherche spéciale dans ce Vicia : à noter cependant l'existence 
dans les cellules péricycliques des faisceaux, de très nombreux 
cytosomes arrondis ou en bâtonnets (pl. XII, fig. 41). 

J’ai complété ces premières observations en étudiant un Vicia 
satiwa variété hyemalis provenant d’un semis effectué le 4 août 
1925 : du 11 au 14 août, j'ai observé la naissance des jeunes 
tubercules sur la racine principale : celle-ci possède trois fais- 
ceaux ligneux : l’un des tubercules ne comprenait en tout qu’une 
soixantaine de cellules polyédriques sans distinction en médulle 
et écorce (pl. XXV, fig. 6) : tandis que l’épaisseur normale 
de l’écorce de la racine support était de neuf ou dix assises, cette 
écorce, extérieurement au peloton, n’en avait plus que sept; les 
autres au nombre de deux ou trois se trouvaient aplaties et à 
moitié digérées à la surface du jeune tubercule. Ces cellules ainsi 
écrasées et plus ou moins digérées forment une zone aérifère 
autour des jeunes tubercules et ce tissu aérifère se raccorde avec 
l'écorce interne de la racine support. 

Tous les tubercules examinés du 11 au 14 août étaient encore 
sphériques : quelques-uns montraient déjà un commencement 
de différenciation en écorce et médulle : l'emploi du Bleu de mé- 
thylène en coloration vitale permettait de voir admirablement 
dans cette médulle le réseau de filaments muqueux avec leurs 
branches d'infection intracellulaires; mais aucune cellule n’était 
encore remplie par les microbes : ces cellules étaient beaucoup 
plus larges que celles du peloton initial dont les éléments avaient 
sensiblement la dimension des cellules péricycliques de la racine 
dont ils proviennent. 
= Ainsi, dans la formation d’un jeune tubercule, il se produit par 
division des cellules du péricycle, un peloton d’une centaine de 
cellules de dimensions ordinaires : ces cellules sont envahies par 
les filaments muqueux et à partir de ce moment leur cloisonne- 
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ment va cesser au moins en grande partie : l'augmentation de 
volume du peloton est due à l’hypertrophie qui commence à se 
produire sous l'influence du parasite. 

Jusqu'ici, le jeune tubereule était complètement sphérique; 
il va maintenant s’allonger perpendiculairement à la racine sup- 
port : quelques cellules du sommet, riches en cytoplasme, restent 
indemnes de toute contamination : elles vont continuer de se 
multiplier activement et constituent le point de végétation, 
grâce auquel le tubercule atteindra ses: dimensions normales. 
Il existe donc à ce sommet du tubercule une zone de croissance 
dont les cellules les plus internes sont progressivement envahies 
par les filaments muqueux, alors que les autres du côté 
externe, en se divisant, assurent la croissance rapide du tuber- 
cule. 

Dès le 18 août, on trouvait déjà de jeunes tubercules cylin- 
driques présentant deux régions très distinctes dans leur médulle : 
la région antérieure, en forme de croissant, constituée par des 
cellules non contaminées, en voie de multiplication active et la 
zone de base formée par de grandes cellules hypertrophiées, ét 


remplies de Bactéries et de Bactéroïdes; elles sont mélangées 


à quelques cellules intermédiaires. 

En écrasant les cellules parasitées, on en fait sortir un nuage 
de Bactéries en filaments simples ou ramifiés : ces Bactéroïdes 
se présentent sous les aspects les plus variés que je connaisse 
chez les Légumineuses; certains forment de véritables arbuscules. 
Il a suffi de trois ou quatre jours pour que les cellules envahies 
par lès rameaux d'infection augmentent leurs dimensions et se 
remplissent complètement d’une zooglée dense de ces Bactéroïdes. 
Dans ces cellules, les grains d’amidon sont disposés en couche 
pariétale; c’est le 18 août, que je constatai pour la première fois 
sur les jeunes plantules la présence d’amidon dans leurs tuber- 
cules et la région amylifère correspondait exactement à la zone 
des cellules parasitées : l’amidon apparait dans les cellules dès que 
celles-ci commencent à être envahies par les Bactéries et l’on peut 
suivre tous les passagés, à partir de la zone de croissance dépour- 
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vue d’amidon, entre les grains très petits produits par les amy- 
loplastes et les'gros grains composés qui se trouvent au milieu 
de la zone amylifère. 

Trois jours plus tard, le 21 août, de nouveaux changements 
s’étaient produits dans les plantules; la longueur des tubercules 
avait augmenté et la région amylifère n’occupait plus que leur 
partie moyenne; dans la région de base, l’amidon était réduit à 
l’état de plaquettes minces ou était complètement -digéré. De 
plus, la masse des Bactéries et des Bactéroïdes avait subi très 
rapidement une évolution remarquable qui les avait transformés 
comme dans le Pois et le Trèfle, en corpuscules arrondis de gros- 
seur variable; ces corpuscules qui se colorent en jaune acajou 
par la solution iodée, ressemblent alors à des Levures, surtout 
lorsqu'ils sont associés par deux. 

On ne voit guère comment ces corpuscules pourraient repro- 
duire la forme initiale, contenue dans les filaments muqueux 
et qui, comme on l’a vu, est de très petites dimensions. 

Je me suis trouvé ici en face d’une grosse difficulté, laquelle 
s’est reproduite pour un certain nombre d’espèces. 

Nous venons de voir que dans le semis de Vicia sativa variété 
hyemalis, les tubercules montraient dès le 21 août des cellules 
avec une transformation des Bactéries et des Bactéroïdes, en 
sphérules semblables à celles du Pois. | 

Or, le 4 octobre, j’examine à nouveau un pied très vigoureux 
de ce même semis portant de nombreux tubercules et voici ce que 
je constate : La section d’un premier tubercule trilobé et assez 
vieux ne montrait aucune trace de transformation des Bactéries en 
sphérules; toutes les cellules parasitées étaient remplies d’une 
zooglée compacte de Bactéroïides, lesquels d’ailleurs s’isolaient 
facilement en nuage dans l’eau. La section d’un second tuber- 
cuie plus jeune ne présentait également que des Bactéroïdes dans 
_ ses cellules; mais ici on observait un phénomène curieux : dans 
beaucoup de ces Bactéroïdes, il existait un nombre variable de 
petites sphères réfringentes qui m’ont paru correspondre à des 
kystes endogènes : comme les parois des Bactéroïdes étaient deve- 


nues assez indistinctes, on aurait pu croire, en voyant ces 
petites sphères, à des Microcoques. 

Ajoutons que dans l’un et l’autre des tubercules, la zone amy- 
lifère située au-dessous de la zone de croissance était extrême- 
ment réduite; toutle reste des tubercules était dépourvu d’amidon. 

Cette même pénurie des cellules de la médulle en amidon s’est 
retrouvée chez des tubercules de Vesce ordinaire cultivée en 
plein champ et arrivée à floraison : mais ici, la digestion cellu- 
laire avait agi sur les Bactéroïdes qui ne se dissociaient plus dans 
l’eau; les cellules porasitées de la base de la médulle étaient vides 
ou ne renfermaient plus qu’une masse d’albumine : aucun élé- 
ment sphérulaire visible. 

On s'explique assez mal ces différences dans le développement 
que j'ai observées à diverses reprises pour d’autres plantes : cer- 
tains pourraient croire qu'il s’agit de deux espèces différentes. 
Sans prétendre que la chose est impossible, j'incline à penser 
que la même espèce de Bactérie peut évoluer, selon les tubercules, 
jusqu’au stade sphérulaire ou être digérée dès le stade bactéroïde 
si lenkystement n'intervient point. 


Cette évolution de la Bactérie initiale en sphérules est parfois 


tellement rapide que toutes les cellules, même au voisinage de 
la zone de contamination, sont remplies de ces corpuscules dont 
le diamètre ne dépasse pas alors 1 u 2 : le stade bactéroïde semble 
alors manquer complètement. 


39 L'Ervum tetraspermum |. 


(PL. XIII, fig: 1, 3; PL XIV.) 


Dans cette petite espèce d’Ervum, récoltée à Ségrie (Sarthe) 
aux vacances de Pâques 1924, les tubercules étaient nombreux 
sur les radicelles : plusieurs étaient ramifiés, d'aspect coralloïde : 
(pl. XIV, fig. 1); c’est une de celles-ci que j’ai étudiée plus spécia- 
lement. 

La section transversale du pédicelle du tubercule avant le 
début de son aplatissement présentait quatre cordons libéro- 
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ligneux disposés en un cercle (pl. XIV. fig. 3); plus haut, la section 
en possédait un grand nombre (pl. XIV. fig.2), souvent plus d’une 
douzaine: ils se distribuent dans les ramifications du tubercule. 

Chaque cordon libéro-ligneux est constitué par une moitié 
externe comprenant un nombre variable de vaisseaux ligneux 
qui s’étalent plus ou moins et une moitié interne de nature libé- 
rienne: au contact du bois, les éléments libériens sont de faible 
calibre et renferment des noyaux; plus intérieurement, il existe 
d’autres éléments libériens, plus larges, sans ceytoplasme : 
ils correspondent probablement aux tubes criblés (pl. XIV. fig. 4) 
ou aux fibres. Le péricycle comprend une ou deux assises de 
grandes cellules polyédriques avec cytoplasme abondant et 
nombreux cytosomes. Enfin, un endoderme entoure le tout, dont 
les cellules contiennent un chromidium abondant qui se préci- 
pite sous la forme d’endochromidies noires et d'ordinaire arron- 
dies. Les noyaux des cellules péricycliques ont montré parfois 
une déformation singulière qui les font paraître échancrés ou 
lobés (pl. XIV, fig. 5). 

La section d’un tubereule, dans sa partie moyenne comprend : 

19 Un manteau avec deux ou trois assises de cellules plus ou 
moins vides de cytoplasme et dont l’externe se prolonge en poils 
absorbants. 

20 Le voile formé d’une seule assise de cellules endodermiques 
contenant un chromidium noir abondant qui se précipite de 
façon variable : cette assise est parfois dédoublée. 

Le tubercule est lui-même constitué de l’écorce et de la mé- 
dulle. L’écorce comprend deux assises de grandes cellules à chro- 
midium dense, ordinairement non précipité, conservant une 
teinte jaunâtre, après l’hématoxyline ferrique : la safranine lui 
donne une teinte rouge; on aperçoit sur le côté, dans la couche 
de cytoplasme pariétal, des noyaux assez petits relativement 
et de structure finement granuleuse. Cette écorce, par endroits, 
atteint une épaisseur plus grande, allant jusqu’à cinq ou six as- 
sises de cellules; au niveau des faisceaux, elle les entoure en s’in- 
curvant vers l’intérieur. 
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La médulle est formée de cellules parasitées et dont quelques- 
unes subissent une hypertrophie considérable; elles sont mélan- 
gées à d’assez nombreuses cellules intermédiaires qui s’en dis- 
tinguent facilement par leur chromidium précipité de façon très 
variable (pl. XIV, fig. 6). 

Au début de l'infection qui se fait par des tubes muqueux à 
la manière ordinaire, les cellules sont envahies progressivement 
par des éléments bactériens courts qui s’allongent bientôt de 


façon que la longueur soit égale à trois ou quatre fois le dia- 


mètre : ils se renflent alors à l’une de leurs extrémités et devien- 
nent pyriformes (pl. XIV. fig. 9) : plus tard, ces éléments bacté- 
riens s’arrondissent plus ou moins et se montrent sous l'aspect 
de sphérules; ces sphérules se colorent d’abord en noir par l’hé- 
matoxyline ferrique; finalement, elles perdent cette propriété 
chromatique et restent incolores (pl. XIII. fig. 1). 

Ces changements et ces transformations ne se font pas néces- 
sairement en même temps pour tous les éléments parasites d’une 
même cellule; on trouve par exemple des cellules contenant en 
proportion variable un mélange de bâtonnets chromatiques et de 
sphérules; d’autres renferment à la fois des sphérules chroma- 
tiques et des sphérules incolores; parmi celles-ci, il en est qui: 
présentent au centre un petit corpuscule noir; enfin, la digestion 
peut devenir plus complète et les sphérules elles-mêmes devien- 
nent indistinctes. 

On se rend facilement compte, en étudiant ces tubercules de 
lEroum, que les cellules parasitées luttent avantageusement 
contre la Bactérie; le noyau, qui devient volumineux dans ces 
grandes cellules hypertrophiées, conserve sa structure normale : 
au centre, se trouve ordinairement un gros nucléole et le nucléo- 
plasme est parsemé de fins granules chromatiques; au dernier 
stade, j’ai même rencontré des noyaux dans lesquelles les gra- 
nulations chromatiques plus grosses étaient disposées sur les : 
mailles d’un fin réticulum : elles s’orientaient en files, sur d’autres 
noyaux, comme pour former un véritable spirème (pl. XIII, 
hon2) 
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Dans ces grandes cellules parasitées, il existe d'ordinaire une 
grande vacuole centrale dont le chromidium d’abord dense et 
homogène comme celui des cellules corticales, se raréfie et se 
précipite alors en petits amas chromatiques stellaires ou en une 
sorte de nuage granuleux ou fibrillaire. 

Par contre, les cellules intermédiaires renferment un chromi- 
dium extrêmement abondant et qui se précipite ordinairement 
en chromidies arrondies, lobées, sinueuses, isolées ’ou groupées 
de la façon la plus variable; on se rend compte que la solution 
colloïdale contenue dans les vacuoles est très épaisse (pl. XIV. 
fig. 6). | | | 

J’ai noté un de ces exemples de précipitation pris parmi les 
plus remarquables dans une cellule intermédiaire ; on aperçoit à la 
périphérie, dans la couche pariétale qui limite la vacuole unique 
de nombreux cytosomes; à l’intérieur de la vacuole, sont les chro- 
midies contournées et ramifiées dont la partie centrale est colorée 
en noir par l’hématoxyline ferrique alors que la zone externe 
est teinte en rouge par la safranine (pl. XIV. fig. 6). 

Ces tubercules de l’Æroum sont remarquables en ce qu’ils con- 
tiennent peu d’amidon; je n’en ai vu que quelques traces soit à 
la périphérie des cellules contaminées, soit dans certaines régions 
de l’écorce; par contre, l'abondance du chromidium et des chro- 
midies montre que ces tubercules sont des réservoirs d’aleurone. 

Si j'ai peu insisté sur l'existence des cytosomes dans cette es- 
pèce, il ne faudrait pas en conclure à l’absence de ces éléments; les 
cellules de l’écorce, attenant au voile, laissent voir dans un cyto- 
plasme peu dense, de très beaux cytosomes sphériques alors que 
le chromidium de la vacuole est floconneux. 


40 L’Ervum hirsutum L. 
(PL XXIV, fig. 6-8) 
J'ai eu l’occasion d'examiner également vers le milieu de sep- 


tembre 1995, une autre espèce, l’Ærvum hirsutum L. qui végétait, 
dans de vieilles vignes en terrain marneux; contrairement à ce 


qui existait dans l’Ereum tetraspermum, les tubercules renfer- 
maient beaucoup d’amidon, ‘soit dans la médulle, soit dans 
l'écorce, soit même dans les cellules de la racine, au contact de 
l'endoderme; cet amidon remplissait les cellules intermédiaires 
(pl. XXIV. fig. 7); il formait une assise pariétale dans les cel- 
lules contaminées et vers la base les grains étaient réduits à 
l’état de plaquettes ou avaient complètement disparu. 

Ici encore, les Bactéries en bâtonnets fins et les Bactéroïdes 
se transforment ultérieurement en sphérules; mais dans cette es- 
pèce, je n’ai pu isoler les éléments de la zooglée qui les renferme : 
la solution iodée ne colorait que faiblement les sphérules qui 
paraissaient se dissoudre, donnant un peu aux cellules qui les 
contenaient l'aspect d’une écumoire : la coloration vitale au bleu 
de Crésyl rend plus facile la distinction de ces sphérules qui don- 
nent l’impression d’être en voie de dissolution. 

Les deux assises corticales de la racine support sont remplies 
par les arbuseules du Rhizophagus. Cette racine m'a offert un phé- 
nomène assez curieux : la solution iodée colore en bleu le contenu - 
d’un grand nombre de cellules corticales, sans compter les cel- 
lules du péricycle, de la zone génératrice et du liber secondaire, 
comme si toutes ces cellules renfermaient une sorte d’amidon 
soluble en voie de migration vers la partie aérienne de la plan- 
tule; cet amidon soluble proviendrait de la digestion s’effectuant 
dans le tubercule. 

Les filaments muqueux se voient facilement dans cette espèce 
à l’aide d’une simple coloration vitale au bleu de Crésyl; les ra- 
meaux de contamination portent en général, à leur extrémité, plu- 
sieurs renflements disposés en chapelet (pl. XXIV. fig. 8). 


°° Le Lathyrus pratensis L. 
(PL XXV, fig 7-13). 


Les pieds qui ont servi à cette étude, ont été arrachés le 2 Oc- 
tobre 1925 dans un pré humide à Ségrie; ils avaient un rhizome 
donnant naissance à de nombreuses branches souterraines tra- 
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çantes donnant naissance aux rameaux aériens; il y avait en for- 
mation quelques stolons de couleur blanche, alors que le rhizome 
et ses ramifications étaient noirs (pl XXV. fig. 7). 

De nombreuses racines adventives se détachaient des diffé- 
rentes parties du rhizome et sur ces racines, on trouvait des tuber- 
cules de grosseur et d’âge différents. 

J'ai examiné tout d’abord un tubercule âgé, cylindrique et très 
long; il était porté par une radicelle à quatre faisceaux entouré de 
formations secondaires. 

Ce tubercule avait subi deux stades de végétation assez net- 
tement séparés; du premier stade de base, il ne restait rien de 
vivant dans la médulle; celle-ci était creusée d’une grande cavité 
et les grandes cellules qui lentouraient, étaient vides de tout 

contenu amylacé ou bactérien; toutefois, on remarquait que 
dans les anciennes cellules parasitées, une ou deux masses albu- 
minoïdes, arrondies et granuleuses, avaient persisté comme 
résidu de la digestion (pl. XXV. fig. 10). 

Dans le second stade de végétation qui occupait le reste du 

tubercule, on rencontrait la structure ordinaire ; les grandes 
cellules de la médulle étaient remplies par de gros bâtonnets 
courts tendant vers la forme sphérique de 2 à 2 4 5 de diamètre; 
beaucoup avaient la forme d’un T; les Bactéroïdes sont donc 
nombreux dans cette espèce ; ces cellules, vers le tiers supérieur 
du tubercule, avaient, sous leur membrane, de l’amidon en 
plaquettes irrégulières; les cellules intermédiaires renfermaient 
beaucoup d’amidon; mais cette substance était surtout abon- 
dante dans l’écorce et le manteau et s’étendait sans discontinuité 
jusque dans la zone corticale interne de la racine-support. 

Un tubereule jeune encore, sphérique, porté sur une racine 
incolore présentait à peu près les mêmes caractères (pl. XXV. 
fig. 9) : quantité considérable d’amidon dans lPécorce de la racine 
et le manteau du tubercule; un peu moindre dans l’écorce et la 
médulle ; cellules de la base parasitées par des bâtonnets gros et 
courts formant une épaisse zooglée; éléments bactériens plus 
petits vers l’extrémité antérieure. 


$ RES 


À De ce côté, on remarquait une zone de croissance en calotte 
assez étendue où se voyaient facilement les filaments muqueux . | 
sémblables à ceux des Vicia (pl. XXV. fig. 8). À 

On pouvait lés suivre traversant directement trois ou quatre | 


cellules; sur l’un de ces filaments, j'ai vu nettement que son ex- 
trémité libre se terminait en pointe; les branches d'infection sont  \ 
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renflées en boule. 


Les Lathyrus pratensis ainsi que les Lotus ont cette propriété 
curieuse d’emmagasiner une quantité considérable d’amidon 
dans leurs jeunes racines; il serait intéressant d’établir une liste 
des plantes susceptibles d’accumuler ainsi une forte réserve amy- 
lacée jusque dans leurs plus fines radicelles. 


60 Le Faba vulgaris Moench. 
(PL. VIII-IX, PL XXVL, fig. 1-4) 


Les premiers échantillons étudiés ont: été recueillis dans un 
jardin au moment des vacances de Pâques 1924 et fixés: immé- 
diatement; les tubercules étaient nombreux, de forme arrondie, 
ou ovale (fig. 4. T. 2), plus tard, 1ls deviennent coralloïdes. 

Ces tubercules se rattachent à la racine par une base très large 
dont le diamètre est à peine inférieur au diamètre de cette racine : 
plusieurs des tubercules ne dépassaient guère ce même diamètre. 

Les racines ont en général cinq faisceaux ligneux et cinq fais- 
ceaux libériens, parfois quatre seulement; une partie de ceux-ci 
se transforme de bonne heure en grosses fibres libériennes; le 
métaxylème est représenté par de larges vaisseaux et il existe 
aussi quelques formations secondaires libéro-ligneuses, surtout 
du côté du tubercule; lécorce comprend six ou sept assises de 
cellules; sur le pivot ou racime principale, on en compte une 
douzaine. Les racines plus petites ont une structure ternaire. 

Comme à l’ordinaire, l'écorce de la racine se continue directe- 
ment avec le manteau du tubercule et l'endoderme avec le voile, 
tandis que le tubercule lui-même, avec son écorce et sa médulle, 
à pour origine le péricyele. | 
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Le sommet du tubercule est occupé par une zone de croissance: 
tandis que les cellules les plus extérieures, en se divisant, ajoutent 
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Fig. 4. T. — 1. Section longitudinale d’un tubercule ; 
2. Portions de racines portant des tubercules, 


au manteau une zone interne, les autres cellules du point de 
végétation produisent un allongement du tubercule lui-même. 

Les sections du tubercule montrent selon les niveaux quatre 
faisceaux libéro-ligneux, ou deux seulement : ceux-c1 se réunis- 


sent vers la base en un seul qui s’insère sur le faisceau ligneux de 

Ja racine; ces faisceaux ont leur bois situé du côté externe et 
leur liber du côté interne, le tout entouré d’une assise de péri- 
cycle et d’un endoderme complet. Les éléments du bois sont des 
vaisseaux annelés au nombre de trois ou quatre : 1ls sont remar- 
quables par leur grande taille, qui est bien supérieure à tout ce 
qui à été vu jusqu'ici. 

Le manteau, sur les côtés, comprend de 3 à 5 assises de larges 
cellules; au sommet, ou peut distinguer une zone interne formée 
de 5 ou 6 assises de cellules plus petites, alors que la zone externe 
n’en possède que deux ou trois assises, dont les cellules très larges 
tendent à s’exfolier. 

Le tubereule a une écorce mince constituée par deux ou trois 
assises de cellules, rarement cinq, allongées tangentiellement et 
renfermant un chromidium brun, peu dense, et non précipité en 
chromidies (pl VIIT. fig. 5). 

La médulle offre trois zones qui, dans cette espèce, sont assez 
bien caractérisées, même à un examen superficrel; zone basi- 
laire, zone moyenne et zone antérieure (fig. 4, T). | 

La zone basilaire est formée de cellules parasitées très volu- 
mineuses, avec très grande vacuole centrale ; c’est la région 
à Bactéroïdes (I). , 

La zone moyenne (II) se distingue par des cellules moins 
hypertrophiées, envahies plus ou moins complètement par les 
Bactéries. Enfin, dans la zone antérieure, au voisinage du point 
de végétation, les cellules ont encore leurs dimensions normales: 
de nombreux tubes muqueux circulent dans les espaces inter- 
cellulaires et leurs rameaux commencent à pénétrer dans les 
cellules (III). * 

La médulle, dans les tubercules étudiés, ne renfermait que 
très peu de cellules intermédiaires; il existe cependant à cet 
égard quelques différences selon les échantillons; quand ces cel- 
lules intermédiaires existent, elles renferment, comme les cel- 
lules de l'écorce, un chromidium peu dense, spumeux. 

L'amidon est assez peu abondant dans les tubercules radi- 
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caux des Faba : il existe cependant en quantité notable dans les 
jeunes échantillons; il est localisé en partie dans la zone moyenne 
où les grains sont disposés en couche pariétale, autour de la 
masse des Bactéries; on en rencontre aussi quelques grains dans 
les cellules mtermédiaires et les cellules de l'écorce; alors que k 
zone antérieure en est dépourvue. 

Pour ce qui est des cytosomes, je ne connais pas d’espèce qui 
soit plus. favorable que celle-ci à leur étude ; non seulement 
ils se colorent admirablement après le fixateur Laguesse, par 
Phématoxyline ferrique, mais leur taille, nettement supérieure 
à la normale, permet de les voir facilement; toutes les cellules en 
renferment abondamment, même celles du manteau et du voile 
et rien n’est plus facile que de les distinguer des Bactéries dans 
les cellules parasitées; ces cytosomes affectent presque tou- | 
jours la forme sphérique; on rencontre pourtant çà et là quelques 

_mitosomes; ceux-@1 se voient surtout dans les cellules du man- 
teau (pl. VIII. fig. 5). 

Etudions maintenant séparément les trois zones de la médulle. 

Dans la zone antérieure, les cellules sont polyédriques, de 
taille normale : elles sont remplies de cytoplasme avec nom- 
breux cytosomes et le noyau occupe le centre : les noyaux ont un 
nucléole de taille moyenne et le nucléoplasme qui est dense et 
paraît homogène, contient un plus ou moins grand nombre de 
corpuscules chromatiques, parfois assez gros. 

On aperçoit entre ces cellules (pl. VITT. fig. 1), à une faible dis- 
tance du point de végétation, des tubes muqueux qui tantôt cir- 
culent entre les parois et tantôt traversent les cellules en ligne 
droite: ces tubes muqueux distribuent à chaque cellule un ra- 
meau qui se porte ordinairement au voisinage du noyau et se 
renfle. À l’intérieur de ces tubes, les Bactéries se détachent net- 
tement en noir foncé sous l’aspect de courts bâtonnets disposés 
en plusieurs séries; parfois même, ces Bactéries sont presque 

_ arrondies, comme s’il s'agissait d’un Microcoque. 
| Les Bactéries qui se trouvent dans la sphère de mucus au voi- 
sinage du noyau, s’évadent et se disséminent dans le cytoplasme 
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en se mélangeant aux cytosomes : on peut supposer que c'est l’ac- 
tion dissolvanté du noyau sur le mucus qui amène la libération 
des éléments bactériens; quoi qu'il en soit,ceux-ci se multiplient 
rapidement et on peut suivre les aspects de la bipartition (pl. VITT, 
fig. 3-4). 

Les cellules ainsi envahies augmentent de volume et leurs 
vacuoles se réunissent en une vacuole unique : on arrive ainsi 
à la seconde zone. | 

Dans la seconde zone, on assiste à l’envahissement complet 
des cellules par les Bactéries (pl. IX, fig. 1); celles-ci ont pris une 
forme plus allongée et elles arrivent à remplir complètement la 
cavité cellulaire hypertrophiée; les noyaux ont augmenté de 
volume; le nucléole est plus gros et les gros corpuscules chroma- 
tiques sont remplacés dans le nucléoplasme par une fine pous- 
sière de granulations chromatiques ; beaucoup de ces cellules ont 
une couche pariétale d’amidon. 

Il se présente ici une assez grande difficulté d'interprétation : 
dans beaucoup de ces cellules et en se rapprochant de la zone 
basilaire, on remarque une abondante production de substance 
albuminoïde, sans qu’il soit facile de fixer son origine; j’ai cru voir 
des intermédiaires entre cette albumine et les Bactéries elles- 
mêmes; un grand nombre de celles-ci seraient digérées par la 
cellule même et seraient ainsi transformées en une substance 
albuminoïde, alors que d’autres Bactéries réussiraient à conser- 
ver plus longtemps leur vitalité; le fait que J'ai observé nette- 
ment cette transformation dans d’autres espèces me confirme 
dans cette manière de voir qui doit être exacte. 

Nous arrivons maintenant à la troisième zone : ici, les celluies 
ont encore augmenté de volume; elles sont arrondies ou de forme 
allongée (pl. IX, fig. 2-3); elles renferment une très grande va- 


cuole et sur le côté, se trouve le gros noyau; celui-ci a conservé | 


toute sa vitalité : autour du nucléole, le nucléoplasme très dense 


est parsemé de fines granulations chromatiques; quelques noyaux | 
possèdent à la fois quelques gros amas chromatiques et de fines 


granulations. Tout le reste de la cellule est occupé par cette subs- 
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tance albuminoïde que je considère comme le résultat de la diges- 
tion des Bactéries et qui présente, en effet, une sorte de structure 
pseudoparenchymateuse. C’est à l’intérieur de cette substance 
que persistent un plus ou moins grand nombre d'éléments bac- 
tériens sous la forme de « Bactéroïdes » simples ou ramifiés en Y : 
ils sont chromatiques, mais fortement vacuolisés; ces Bactéroïdes 
manquent parfois totalement, si bien qu’on peut dire alors que 
la cellule est arrivée à digérer ses parasites. 

Les observations qui précèdent, il ne faut pas Poublier, ont 
été faites sur des pieds recueillis à Pâques et en pleine végéta- 
tion; j'ai tenu à les compléter par l’étude de pieds ayant produit 
leurs graines et aussi par l'examen de très jeunes plantules dans: 
le courant de septembre 1925. 

Sur des pieds devenus noirs, après avoir mûri leurs gousses, 
j'ai réussi à trouver quelques tubercules d’ailleurs en assez mau- 
vais état et de couleur brun foncé ou noire; ces tubercules étaient 
à demi pourris; quelques-uns, exceptionnellement, renfermaient 
encore de petits îlots de cellules amylifères; mais la plupart n’en 
montraient plus aucune trace. L'intérieur du tubercule est désor- 
ganisé et à peu près vide; seules quelques cellules parasitées de la 
médulle ont persisté; dans quelques-unes, on retrouve la masse 
des bâtonnets bactériens et même quelques plaquettes d’amidon 
sous la membrane; dans d’autres cellules, le contenu tout entier 
se colore encore en Jaune acajou par la solution iodée, mais les 
éléments ne sont plus distincts; enfin beaucoup d’autres cellules 
sont détruites ou réduites à leur paroi. Je n’ai vu que quelques 
rares Bactéroïdes etaucuneindication d'une évolution en sphérules. 

En somme, par destruction de ces tubercules, le sol reçoit de 
très nombreux microbes, ayant conservé à peu près la forme 
initiale, un peu d’albumine qui n’a pas été utilisée par la plante 
et une très faible quantité d’amidon. 

J'ai remarqué sur les sections de la racine-support, au niveau 
même de l'insertion des tubercules,que les deux assises corticales 
au contact de l’endoderme étaient parasitées par le Rhizophagus 
dont une étude complète sera donnée ailleurs. 
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Examinons maintenant les résultats fournis par les jeunes 
plantules sur un semis effectué le 4er Septembre 1925; les graines 
provenaient des pieds étudiés ci-dessus; elles ont germé rapide- 
ment et fourni des plantules vigoureuses sur lesquelles j'ai pu 
suivre l'apparition de nombreux tubercules sur la racine princi- 
pale : celle-ci possédait régulièrement cinq faisceaux; quinze 
jours après le semis effectué le 1er Septembre, on observait déjà 
de nombreuses radicelles bien développées et aussi de légères 
tuméfactions de lPécorce indiquant le début de formation des 
tubercules (pl. XXVI, fig. 1). | 

Cette espèce sera précieuse pour établir l’embryologie com- 
plète des tubercules : je me bornerai ici à quelques remarques. 

Il est bien certain par exemple que l'écorce de la racine-support 
subit une digestion partielle, car cette écorce est partout épaisse 


d’une vingtaine d’assises, sauf à la surface du jeune nodule, où 


l’on n’en compte que six ou sept au plus : d’autre part, ce nodule 
est entouré de deux ou trois assises de cellules aplaties et rem- 
plies d’air,dont je n’ai pu fixer avec certitude l’origine, bien qu'il y 
ait de fortes raisons de les rattacher à la zone interne de l'écorce. 
Mais le véritable intérêt pour moi était ailleurs : en effet, en 
employant simplement le bleu de Crésyl en coloration vitale ou 
postvitale, j’ai réussi à suivre très nettement la pénétration et 
le trajet du filament muqueux ayant provoqué la naissance du 
tubercule; on peut s’en rendre compte sur les figures 4 à 4 de la 
planche XXVI; une seule zooglée filamenteuse vient de l’exté- 
rieur, traverse le plus souvent les cellules corticales en ligne droite 
et se ramifie; les rameaux qui ont déterminé la prolifération des 
cellules péricycliques, continuent de s'étendre dans la médulle, 
traversant les cellules ou circulant entre les membranes; ces 
filaments muqueux distribuent aux cellules des DEeRLe d’où 
s’échapperont les Bactéries. 

Ces observations confirment et étendent les résultats déjà 
obtenus avec le Pisum salioum en ce qui concerne la pénétration 
du parasite et son rôle : chaque tubercule se forme sous l’action 
d’un seul filament muqueux venant de l’extérieur et qui 
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se ramifie ultérieurement avec ses branches dans la médulle. 

On peut faire ici une autre constatation ayant un caractère 
assez général : une racine formera un nombre d'autant plus grand 
de tubercules, qu’elle aura elle-même une tendance à produire 
de nombreuses radicelles; l’âge des radicelles et celui des tuber- 
cules portés sur une même racine et au même niveau, est souvent 
peu différent, autrement dit, à deux ou trois jours près, ces or- 
ganes apparaissent en même temps dans le péricycle, mais le 
développement des radicelles est plus rapide. 

Le 4 Octobre 1925, les pieds provenant du semis étaient à leur 
septième entrenœud; ils étaient très vigoureux et leur système 
radiculaire, très développé, portait de nombreux tubercules; ces 
tubercules avaient les cellules de la médulle remplies de Bacté- 
roïdes dont quelques-uns renfermaient un kyste endogène ; 
l’'amidon n’était pas très abondant; il se trouvait à l’état de 
plaquettes sous la membrane des cellules parasitées. 

À la fin de Décembre la plupart des tubercules étaient digités, 
coralloïdes et le nombre des kystes endogènes était considérable. 


II. — TRIFOLIÉES 


1° Le Trifolium pratense L. 


(PI. III-V) 


Les tubercules étudiés ont été pris sur des plantules récoltées à 
Pâques 1924,à Ségrie (Sarthe) dans un champ sablonneux; le trèfle 
avait été semé avec une Avoine de printemps vers la fin de février. 

Les germinations du trèfle n’avaient encore qu'un faible déve- 
loppement radiculaire et la plante ne possédait qu’une ou deux 
feuilles. 

La racine principale et les radicelles présentaient déjà de 
très nombreux tubereules dont quelques-uns étaient à peine 
visibles (pl. IL, fig. 1), ce qui constituait une condition extré- 
mement favorable pour étudier le début de l’infection. 


Ces tubercules, en forme de navette, sont assez éloignés les uns 
des autres sur la même radicelle et comme celle-ci, entre deux 
tubercules, n'offre aucune trace du parasite, on est conduit à 
penser que chaque nodule est bien le résultat d’une mfection 
spéciale; autrement ‘dit, la contamination ne se fait pas à dis- 
tance le long d’une même radicelle, comme la chose a lieu dans 
certaines maladies, où il suffit que le parasite ait pénétré en un 
seul endroit, pour que tous les organes puissent être atteints à 
distance : cependant, il serait peut-être imprudent de se pro- 
noncer trop catégoriquement, lorsque par exception, deux tu-- 
bercules sont très voisins ou même concrescents. 

La racine du Trifolium pratense est binaire; les tubercules 
qu’elle porte sont disposés en deux séries qui correspondent aux 
deux faisceaux ligneux; chaque tubercule reçoit lui-même du 
cylindre. central de la racine deux cordons libéro-ligneux, lun 
inférieur, l’autre supérieur; les éléments ligneux de raccord sont 
de gros vaisseaux annelés assez courts et assez nombreux; ils sont 
accompagnés d'éléments libériens contenant de nombreux cy- 
tosames; ces deux faisceaux se portent vers le sommet du tuber- 
cule en se ramifiant parfois; c’est ainsi que des sections trans- 
versales d’un tubercule peuvent montrer quatre ou cinq petits 
faisceaux; dans chacun d’eux, le bois occupe la position ordi- 
naire, c’est-à-dire qu’il est situé du côté externe. 

La section d’un tubercule montre la constitution ordinaire : 
extérieurement, le manteau, prolongement de l’écorce de la 
racine, est constitué par quelques assises de grandes cellules avec 
gros noyau nucléolé, très peu de cytoplasme et nombreux petits 
cytosomes, dont quelques-uns en bâtonnets (pl. IV, fig. 2). 

Le voile, prolongement de l’endoderme de la racine, est assez 
reconnaissable ordinairement en ce que ses cellules sont allongées 
tangentiellement et contiennent de nombreuses endochromidies 
noires provenant de la précipitation du chromidium dense contenu 
dans la grande vacuole centrale (pl. IV, fig. 2); à la partie anté- 
rieure du tubercule, le voile s’est cloisonné; aussi y trouve-t-on 
deux ou trois assises de cellules à endochromidies (fig. 5, p.73, T). 
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Sous le voile, se trouve le tubercule lui-même formé 1° d’une 
écorce contenant les faisceaux libéro-ligneux adossés au voile 
et 20 de la médulle constituée par les cellules parasitées et les 
cellules intermédiaires. 

En employant l’eau iodée sur une section de ces nodules, on 
peut déjà faire une constatation importante : les cellules de 
l'écorce formant deux ou trois assises autour de la médulle et les 
cellules intermédiaires contenues en plus ou moins grand nombre 
dans celle-ci sont littéralement remplies de gros grains d’amidon 
(pl. IIT, fig. 6-7; pl. IV, fig. 7-8; pl. V, fig. 5-7-8); on trouve 
aussi de l’amidon dans les cellules qui ne sont parasitées que 
partiellement. 

Ces grains d’amidon sont très gros, ordinairement sphériques, 
avec un hile central; quelques-uns sont composés; avec la double 
coloration, hématoxyline ferrique et safranine, après fixation au 
Regaud, ces grains se colorent en rouge; le réseau cytoplasmique 
alvéolaire qui entoure ces grains d’amidon, contient de nombreux 
cytosomes sphériques; si le cytoplasme s’est localisé en un point, 
de la cellule, les cytosomes s’y trouvent accumulés. 

A la partie antérieure conique du tubereule, où se trouve le 
point de végétation, les cellules en division sont encore dépour- 
vues d’amidon; mais, à mesure que l’on s'éloigne de ce point de 
végétation, on assiste à la transformation progressive des plastes 
en amyloplastes et grains d’amjdon (pl. IV, fig. 2). 

Les cellules qui occupent le point de végétation, ont tous les 
caractères de cellules méristématiques; leur cytoplasme est abon- 
dant, creusé de petites vacuoles qui vont suivre l’évolution nor- 
male en vacuoles plus grandes : dans ce cytoplasme, on distingue 
des cytosomes sphériques très reconnaissables dans les bonnes 
préparations et aussi quelques corpuscules plus gros qui repré- 
sentent les plastes : ceux-c1, à une faible distance du sommet, 
commencent déjà à produire de l’amidon (pl. IV, fig. 2). 

Dans toutes ces cellules du point de végétation, on observe de 
nombreuses divisions nucléaires, alors que le parasite est encore 
absent; je me bornerai à citer quelques-uns des stades rencontrés, 
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Tout d’abord, il est utile de préciser que le noyau, à Pétat de 
repos, est volumineux; son nucléoplasme est très dense, sensible- 
ment homogène et au centre se trouve un gros nucléole; le stade 
de la prophase, montre autour du nucléole une zone incolore dans 
laquelle on aperçoit de nombreux éléments chromatiques qui 
sont les chromosomes; entourant cette zone incolore, une cou- 
ronne de nucléoplasme dense. Le stade de la plaque équato- 
riale m'a permis de compter 26 chromosomes environ, ce qui 
correspond à peu près au chiffre fourni par Martin ((Bot. Gaz., 
58, 1914) pour le Trifolium repens dont le nombre haploïde serait 
de 11 ou 12 : ils ont l’aspect de petits bâtonnets droits ou In- 
curvés; ils se recourbent légèrement en V pendant leur chemine- 
ment vers les pôles et s’entremêlent à l’anaphase, alors que la 
substance du fuseau forme encore un large pont entre ces deux 
pôles (pl. IV, fig. 3-6). 

L’envahissement des cellules par les tubes muqueux se pro- 
duit très près du sommet, et presque aussitôt, on constate la pré- 
sence de Bactéries dans le cytoplasme : ces tubes muqueux 
qui circulent entre les cellules de la médulle, envoient à l’inté- 
rieur de celles-ci des rameaux qui traversent en droite ligne ou 
se terminent au voisinage du noyau en se recourbant :et en se 
renflant plus ou moins (fig. 5, T). On réussit à déceler à l’inté- 
rieur de ces tubes les Bactéries disposées sur un ou plusieurs 
rangs; elles ont la forme de bâtonnets courts; ces bâtonnets se 
disséminent dans le.cytoplasme entre le noyau et la paroi; les 
cellules augmentent alors rapidement de volume et le noyau 
se trouve entouré de grandes vacuoles; les trabécules qui sépa- 
rent ces vacuoles se remplissent de microbes (pl. IT, fig. 2-3). 

Pendant cette augmentation du volume de la cellule, le noyau 
a lui-même subi un accroissement correspondant; les Bactéries 
se sont multipliées; leur diamètre s’est accru et leur forme est 
devenue filamenteuse ; elles sont maintenant trois ou quatre 
fois plus longues que larges. 

Finalement, les grandes cellules hypertrophiées ne renferment 
plus, assez souvent, qu’une grande vacuole et ke gros noyau nu- 
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cléolé se trouve reporté sur le côté : les Bactéries filamenteuses 


Fig. 5. T. — Section d'un point de végétation; sous le voile, quelques assises de 
cellules non parasitées ; au-dessus, zone des tubes de contamination ; plus haut, 
envahissement des cellules par les Bactéries. 


occupent alors tout l’espace situé entre la vacuole et la mem- 
brane; d’autres fois, les vacuoles ont progressivement disparu, 


re AE 


le novau est resté central et la cellule tout entière est remplie 


par ces Bactéries. 


Dans un cas comme dans l’autre, ces Bactéries subissent une 


transformation extrêmement remarquable et qui m'a longtemps 
intrigué : le filament se renfle à une de ses extrémités, de telle 
sorte que chaque élément bactérien ressemble à une poire : la 
partie renflée devient complètement sphérique, alors que la 
queue se résorbe et disparaît (pl. III, fig. 6-9). 

Les cellules parasitées sont alors remplies de sphères assez 
grosses, pressées les unes contre les autres et séparées par un 
réseau de cytoplasme avec cytosomes; au début de leur transfor- 
mation, ces Bactéries se colorent en noir par l’hématoxyline fer- 


rique; elles perdent peu à peu leur chromaticité; à'un moment: 


donné, on voit encore, en leur centre, un corpuscule noir que l’on 
prendrait facilement pour un noyau; il en existe parfois deux 
très distincts (pl. ITT, fig- 9). 

Lorsque dans cette transformation de l'élément pyriforme 


en sphère, la queue persiste plus ou moins, on croirait avoir . 


affaire à une Levure et la confusion serait d'autant plus excusable 
que le corpuscule noir central simule un noyau (pl. V, fig. 7). 

J'ajoute, et cette remarque a son importance, que la 'trans- 
formation des Bactéries ne marche pas nécessairement d’une 
facon parallèle pour tous les éléments; aussi, dans la même 
cellule, trouve-t-on fréquemment des éléments chromatiques 
colorés en noir foncé par l’hématoxyline ferrique, alors que les 
autres dont la transformation est plus avancée restent incolores : 
la safranine laisse aux premiers leur teinte noire, alors qu’elle 
colore les autres en rouge. 

Quant aux cellules elles-mêmes qui renferment ces sphérules, 
elles sont devenues, il est vrai, incapables de multiplication, mais 
elles ont conservé leur vitalité; le noyau ne s’est pas modifié: il 
possède un gros nucléole et son nucléoplasme est dense et homo- 
gène; les cytosomes continuent d’être visibles surtout au voisi- 
nage de la membrane, 

Dans certaines cellules, l’envahissement n'a été que partiel 
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et les éléments pyriformes ou les sphérules parasites se trouvent 


mélangés aux grains d’amidon qui forment une couronne parié- 


tale sous la membrane et aux cytosomes : ces cellules se relient 
ainsi par des transitions avec les cellules intermédiaires remplies 
d’amidon (pl. V, fig. 7). 

I me parait certain que la modification de la forme et les 
caractères du parasite est bien due à la réaction de défense 
des cellules envahies. En effet, j'ai remarqué, sur certains tue 
bercules, que la Bactérie se développait abondamment dans les 
espaces intercellulaires, non plus sous la forme de tubes muqueux 
ordinaires, mais en écartant largement les cellules : dans ce cas, 
les éléments conservent tous leur forme de bâtonnet court; ils se 
développent donc comme dans un milieu nutritif ordinaire (pl: V, 
fig. 1-3). On pourrait d’ailleurs supposer qu’il s’agit d’une espèce 
différente; mais la présence çà et là de rameaux intracellulaires 
semble bien montrer qu'il s’agit du même parasite. 

Ces observations s'appliquent surtout à des tubercules âgés 
où les cellules intermédiaires et les cellules de base du tubercule 
sont incolores et semblent plus ou moins vides de leur cytoplasme, 
alors que les cellules hypertrophiées sont remplies par les sphé- 
rules; dans la région de base, ce ne sont pas seulement les méats 
imtercellulaires d’angles qui sont envahis; il existe souvent au- 
tour des cellules un véritable manchon de Bactéries et parfois 
celles-ci remplissent de grandes chambres intercellulaires. 

Notons que dans les grandes cellules parasitées et remplies de 
grosses sphérules provenant de la transformation du microbe 
sous l'influence de la vie intracellulaire, les gros renflements 
muqueux que l’on y rencontre assez souvent renferment, à leur 
intérieur des Bactéries non modifiées; celles-ci, ont été protégées 
par le mucus qui les englobe (pl. ITT, fig. 9). 

La contamination peut s’effectuer non seulement sur les cel- 
lules du point de végétation qui n’ont pas encore d’amidon; mais 
elle s’opère également sur des cellules déjà remplies de gros 
grains amylacés; il se produit alors une dissolution de ces grains 
à partir du centre de la cellule, 
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Cette étude a été faite, ainsi que je l'ai dit au début, sur des 
tubercules provenant de jeunes plantules fixées aux vacances de 
Pâques 1924; au mois de septembre suivant, vers le 15, j'ai arra- 
ché dans le même champ quelques pieds de ce Trifolium pratense : 
on y rencontrait d'assez nombreux tubercules. En les écrasant 
sur le vivant, on obtenait dans les préparations un nuage de ces 
gros corpuscules sphériques ou pyriformes qui représentent le: 
stade ultime d'évolution de ces Bactéries; la forme initiale en 
petits bâtonnets était relativement rare. 

Cette année, dans le même champ, le # août 1925, j'ai arraché. 
quelques pieds de ce Trèfle; le pivot était très développé et très 
long : les tubercules étaient rares et situés sur des radicelles de 
différents degrés, parfois à une grande profondeur; ils avaient 
une couleur farineuse caractéristique : ils étaient plus larges au 
sommet qu'à la base. Ces tubercules renfermaient en grande 
quantité les corpuscules bactériens ordinaires sphériques ou 
pyrifromes : un certain nombre montraient à leur intérieur un ou 
deux globules réfringents. On remarquait beaucoup d’amidor à 
cette époque, soit dans les cellules parasitées, soit dans les cellules 
corticales ; une coloration vitale au rouge neutre, mettait en évi- 
dence un chromidium non précipité à teinte rose dans les cellules 
corticales et un chromidium précipité dans la zone de croissance. 

On sait que le Trèfle donne deux coupes dans l’année, la 
seconde coupe étant fréquemment destinée à fournir des graines; 
les tubercules en question, riches en amidon et en chromidium 
se trouvaient donc sur des pieds devant mûrir leurs graines 
fin septembre. 

Si l’amidon était encore abondant dans ces tubercules du 
Trifolium pratense au mois d’août, il n’en était pas de même pour 
des tubercules du Trifolium minus végétant au milieu de juin, 
dans du sable, en pleine exposition de midi : on ne trouvait pas 
d’amidon dans la médulle; par contre, les cellules étaient remplies 
de sphères bactériennes réfringentes isolées ou associées par 
deux ; le rouge neutre les colorait en rouge, et la solution iodée 
en Jaune rougeâtre. 


Move 


J’ajouterai une simple remarque : quelques plantules de 
Trèfle violet, ayant de 7 à 10 feuilles et âgées d’un mois environ 
ont été examinées le 9 octobre 1925 : les tubercules étaient 
nombreux, ils avaient peu d’amidon; cet amidon occupait une 
zone extrèmement restreinte formant le plancher de la zone 
antérieure de croissance; il se colorait en bleu. Le reste de la 
médulle était constitué par des cellules intermédiaires à peu près 
dépourvues complètement de toute réserve amylacée; les cel- 
lules parasitées en montraient quelques grains en plaquettes 
minces disposées sous la membrane, vers la base même de la 
médulle. L’amidon avait été digéré. L'ensemble de la médulle 
prenait avec la solution iodée, une couleur acajou. 

Certains tubercules n'avaient encore dans leurs cellules que 
des Bactéries dont la longueur variait entre 3 & et 7 y, alors que 
sur d’autres tubercules, les cellules surtout vers la base du nodule 
renfermaient les éléments pyriformes ou sphériques qui terminent 
l’évolution du parasite. 

La faible teneur des tubercules en amidon doit tenir à l’époque 
avancée de la saison. 
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(PI. XIX, XX; PI. XXIV, fig. 1-3) 


Les tubercules radicaux de la Luzerne ont une forme ovale 
(pl. XIX, fig. 1); ceux que j'ai examinés, avaient été recueillis sur 
de très jeunes plantules provenant d’un semis effectué au prin- 
temps en vue de l’établissement d’une luzernière; ces tubercules 
assez nombreux sur les racines ont été fixés sur place soit au 
liquide de Regaud, soit au liquide de Laguesse. 

Ces tubercules reçoivent deux faisceaux de la racine lesquels 
ordinairement se dédoublent vers le sommet (pl. XIX, fig. 2); 
chaque faisceau est du type collatéral; du côté interne, le bois 
qui touche au péricycle, comprend de trois à sept vaisseaux anne- 
lés : le liber est formé de 1° cellules allongées renfermant du cyto- 
plasme et des noyaux fortement allongés, 20 de cellules vides à 
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membrane plus épaisse représentant les cellules grillagées ; celles- 
ci touchent au péricyele du: côté interne. Le péricycle d’abord 
unisérié, peut se dédoubler par la suite : un endoderme complet 
entoure le tout (pl. XX, fig. 5-6). 

Le manteau possède une épaisseur variable avec ordinairement 
trois ou quatre assises de cellules dont quelques-unes ont des 
grains d’amidon autour de leur noyau. 

Le voile endodérmique ne présente rien de particulier. 

L’écorce montre en général dans la zone externe une ou deux 
assises de cellules allongées tangentiellement; celles qui font 
suite sont des cellules polyédriques qui resssemblent aux cellules 
intermédiaires. 

On peut suivre assez facilement dans cette espèce la marche 
de l’infection dans le point de végétation, alors que les cellules 
de l’écoree et les cellules intermédiaires renferment beaucoup 
de gros grains d’amidon, le point de végétation en est dépourvu; 
ses cellules sont petites, polyédriques, riches en cytoplasme, en 
plastes et en cytosomes. 

On constate qu’à une faible distance du sommet, ces cellules 
sont traversées par des tubes muqueux qui sont des ramifica- 
tions de tubes semblables intercellulaires (pl XIX, fig. 3-6) : 
dans le mucus de ces tubes qui sont assez gros, on aperçoit nette- 
ment les éléments bactériens très courts, parfois presque sphé- 
riques; ces rameaux se portent au voisinage du noyau et se ren- 
flent en une sorte de sphère muqueuse de laquelle les Bactéries 
s’évadent pour se répandre dans le cytoplasme. Ces Bactéries 
se multiplient activement et augmentent en longueur; elles finis- 
sent par remplir la plus grande partie de la cavité cellulaire; les 
cellules ainsi envahies (pl. XIX, fig. 3-5; pl: XX, fig. 1), de même 
que leurs noyaux augmentent de volume : ces noyaux ont un très 
gros nucléole et une structure réticulée; certains noyaux pos- 
sèdent deux et même trois nucléoles. 

Dans les cellules hypertrophiées, il ne persiste ordinairement 


qu'une grande vacuole centrale; le noyau est situé sur le côté; 


à l'intersection des mailles du réseau nucléaire, se trouvent par- 
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fois dès amas chromatiques; la substance nucléolaire tend à dimi- 
nuer et même parfois à disparaître (pl. XX, fig. 2). 

Entre la vacuole et la membrane, les Bactéries qui sont, à 
ce stade, au moins pour certaines, trois fois plus longues que 
larges, forment une épaisse couronne : beaucoup sont disposées ra- 
dicalement; elles sont d’abord chromatiques, puis elle se vacuo- 
lisent peu à peu, jusqu’à devenir indistinctes; leurs membranes 
seules restent encore visibles pendant quelque temps, donnant 
Paspect d’un pseudo-parenchyme; puis ces limites elles-mêmes 
disparaissent (pl. XX, fig. 7). 

Dans beaucoup de cellules parasitées (pl. XIX, fig. 8), on ren- 
contre des grains d’amidon en couche pariétale; quelques-unes 
ne sont que partiellement envahies par les Bactéries (pl. XIX, 
fig. 9), tout le reste de la cavité étant rempli par de gros grains 
d’amidon, entre lesquels se voient de nombreux cytosomes sphé- 

riques. 

Les cellules intermédiaires contiennent également de gros 
grains d’amidon simples ou parfois composés : le réseau cyto- 
plasmique qui les entoure renferme les cytosomes sphériques. 

Il semble bien que, dans la Luzerne, les cellules contaminées 
résistent victorieusement aux Bactéries qu’elles arrivent à digé- 
rer complètement et à transformer en une masse albuminoïde 
amorphe : les noyaux restent visibles; ils continuent de présenter 


une structure réticulée; mais les mailles sont ordinairement assez . 


larges avec amas chromatiques aux intersections; le nucléole peut 
manquer (pl. XIX, fig. 10); mais il n’est pas rare qu’il persiste 
jusqu’à la fin. wi, 

L'hypertrophie de ces noyaux commence dans le méristème 
avec lPenvahissement des Bactéries (pl. XX, fig. 1); la substance 
nucléolaire devient à ce moment très abondante (pl. XX, fig. 1; 
pl. XIX, fig. 11). 

Les noyaux, dans le point de végétation, ont un nucléoplasme 
très dense : celui-ci, au fur et à mesure que la structure réticulée 
se dégage et s’accentue, devient moins net et l’intérieur du noyau 
paraît de plus en plus vacuolaire. 
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Les tubercules de Luzerne montrent très nettement, à partir 
de leur sommet où se trouve le point de végétation P. V trois 
zones principales (pl. XIX, fig. 2). 

I. La zone d’envahissement par les tubes muqueux; les cel- 
lules ne renferment pas encore d’amidon. 


II. La zone moyenne, constituée par des cellules dans lesquelles 
les Bactéries se sont multipliées; ces cellules ont en général une 
couche pariétale d’amidon; l’amidon est surtout abondant dans 
les cellules intermédiaires. 


III. La zone basilaire, la plus étendue dans laquelle les Bacté 
ries sont disposées en couronne autour d’une grande vacuole 
centrale : c’est là qu’elles subissent les phénomènes de vacuoli- 
sation et de digestion décrits plus hauts; on y trouve encore 
beaucoup d’amidon dans les cellules-intermédiaires; mais on 
peut y assister à un commencement de digestion, à partir du 
centre (pl. XIX, fig. 12). 

Il est assez difficile de recueillir des tubercules sur des pieds 
de Luzerne âgés de plusieurs années : on y arrive cependant avec 
un peu de patience; ils se trouvent sur de très fines radicelles 
incolores mélangées aux racines plus grosses et de couleur brune. 

Quelques-uns de ces tubercules examinés à la fin d'avril 1925 
possédaient de Pamidon en abondance dans les cellules’ intermé- 
diaires et les cellules parasitées : la quantité d’amidon diminuait 
progressivement vers la base de la médulle; j’ai vu de nombreux 
grains composés dans la région de croissance, là où les plastes se 
transforment en amyloplastes. | 

En écrasant une section de la médulle, on obtient dans le li- 
quide à l’état de liberté, les Bactéries qui remplissent les cellules 
parasitées : les formes initiales courtes sont mélangées à des élé- 
ments plus allongés et parfois ramifiés; mais si les Bacteroïdes 
existent dans ces tubercules de Luzerne, ils sont relativement 
rares. 
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30 Le Medicago Lupulina L, 


(Planche XXI) 


Les tubercules radicaux de cette espèce sont de faibles dimen- 
sions ; ils se trouvent sur un fin chevelu de radicelles RARE de 
tiges couchées ou ascendantes. 

La racine fournit à ces tubercules deux faisceaux libéro- 
ligneux qui se ramifient de sorte que vers le haut, une section 
transversale montre une dizaine de ces faisceaux (pl. XX, fig. 3). 

Le manteau est épais de trois ou quatre assises de cellules et 
certaines de ces cellules montrent encore un noyau central 
entouré de grains d’amidon sphériques (pl. XXI, fig. 7). 

L’écorce du tubereule est aussi formée de trois ou quatre as- 
sises de cellules : celles qui sont au contact de la médulle con- 
tiennent de beaux grains d’amidon mélangés à des eytosomes 
(pl. XXI, fig. 8); 1l y a aussi des grains composés très gros 
(DER EL NO). 

Les cellules les plus externes de l’écorce renferment un chro- 
_ midium qui se précipite en chromidies de formes variables 
quelques cellules à beau chromidium renferment aussi de lami- 
don. 

Les filaments muqueux se voient facilement dans cette espèce, 
soit en coloration vitale, soit par lhématoxyline ferrique; celle-ci 
les teint en noir foncé et masque ‘les éléments contenus à l’inté- 
rieur (pl. XXI, fig. 5). 

Aussi, il m'a été impossible d'assister aux premiers stades 
de l’envahissement des cellules de la médulle par les Bactéries; 
tout ce que je puis dire, c’est que la forme initiale est, comme 
toujours, très petite (pl. XXI, fig. 11); on retrouve plus tard le 
parasite sous la forme de gros bâtonnets et on suit soit en colo- 
ration vitale, dans les tissus écrasés, soit avec Phématoxyline 
ferrique dans les tissus fixés, la transformation de ces bâtonnets 
en éléments pyriformes ou sphériques (pl. XXI, fig. 6, B et B°); 
en coloration vitale avec le rouge neutre, on remarque dans cer- 
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‘ filamenteuses non évoluées (pl. XXI, fig. 14). 


tains éléments, un ou deux globules se colorant en rouge. 


Certaines cellules renferment de grosses sphères, serrées les 


unes contre les autres: ces sphères sont constituées par de fins 


corpuscules jaunissant par l’iode (pl XXI, fig. 6, X) : ces cor-" 
puscules ne sont autre chose,d’après ce que j’ai vu, que des agglo- 


mérations de la forme initiale du parasite. 

Dans les préparations à l’hématoxyline ferrique, on constate 
que, pour une même cellule hypertrophiée, renfermant le parasite 
à l’état de corpuscules pyriformes ou de sphères (pl. XXI, 
fig. 13-14), tous les éléments ne sont pas nécessairement au 
même degré de transformation : les uns sont entièrement chro- 
matiques alors d’autres restent incolores. 


Les cellules intermédiaires de la médulle, comme celles de 


l'écorce, renferment beaucoup d’amidon; les grains sont simples 
en général et sphériques avec hile central, mais on trouve égale- 
ment des grains composés : les cytosomes sont très visibles. 

Lorsque les cellules parasitées sont traitées à la safrarine, 
toutes les sphérules bactériennes se colorent en rouge d’une façon 
homogène; on peut rencontrer, parmi ces cellules, des Bactéries 

Les Bactéroiïdes doivent être rares dans cette espèce, à en juger 
par le seul dessin que je possède d’un gros bâtonnet court et 
dichotome, mélangés avec les autres, dans la zooglée entourant 
la vacuole centrale. 

Sur Medicago maculata fructifié, j'ai trouvé, le 6 août 1995, des 
tubercules dont les uns étaient arrondis et les autres lobés : les 


plus jeunes renfermaient encore une quantité notable d’amidon 


alors que les plus âgés en étaient presque complètement dépour- 
vus; sur ces tubercules, je n'ai tronvé dans les cellules parasitées 
que de gros bâtonnets dont deux ou trois étaient dichotomes. 
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49° Le Melilotus arvensis Wallr. 


(PL. VI-VII). 


. Les échantillons de cette espèce qui ont été utilisés dans cette 
étude, ont été recueillis au cours d’une excursion aux environs 
de Paris en juin 1924. 

Les tubercules radicaux sont assez nombreux sur les petites 
radicelles partant du pivot; leur forme est du type ovale allongé, 
presque cylindrique, avec diamètre d'insertion souvent égal ou 
supérieur à celui de la racine elle-même | 

Cette racine-support, possède selon les tubércules que l’on 
examine, une plus ou moins grande quantité d'éléments secon- 
daires : l'écorce a une épaisseur de cinq ou six assises de cellules 
assez grandes. FEU 

Le cylindre central fournit au tubercule deux faisceaux libéro- 
ligneux entourés chacun d’un endoderme complet qui recouvre 
une assise de grandes cellules péricyeliques; ces faisceaux sont à 
section arrondie ou aplatie selon les cas; le bois est formé d’un 
petit nombre de vaisseaux ligneux, trois ou quatre en général, 
placés du côté externe et touchant au péricycle, alors que le liber 
est du côté interne (pl. VIT, fig. 3-4). 

Les deux faisceaux libéro-ligneux se détachent du cylindre 
central à des niveaux différents, de sorte que, sur une coupe lon- 
gitudinale du tubercule perpendiculaire à l’axe de la racine-sup- 
. port, on constate que l’un d’eux est déjà arrivé au tiers antérieur 
du tubercule, alors que le second est encore en relation avec le 
cylindre central de la racine; au point de contact, on remarque 
d'assez nombreux vaisseaux lieneux annelés, courts; ceux-ci 
établissent le raccord avec le faisceau ligneux de la race et les 
formations secondaires qui sont plus abondantes en ce point. 

Contrairement à ce qui à lieu habituellement, ces deux fais- 
- ceaux du tuberculé ne se ramifient point; on les retrouve sur les 


… sections transversales, situés non loin l’un de l’autre ou placés 


à l'extrémité d’un même diamètre. - 
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Le manteau est plus ou moins réduit et les deux ou trois assises 
de grandes cellules qui le constituent par places, ne possèdent 
* plus qu’une couche mince de cytoplasme pariétal renfermant 
quelques cytosomes arrondis ou en bâtonnets, d’ailleurs très 
visibles (pl. VIT, fig. 1); les cellules du manteau sont beaucoup 
mieux conservées à la pointe du tubercule que sur les côtés. 

Le voile endodermique est continu, avec cellules allongées 
tangentiellement et peu différentes des cellules sous-jacentes de 
: l'écorce. 

D’après la terminologie adoptée, le tubercule proprement dit 
comprend l'écorce avec les deux faisceaux libéro-ligneux et la 
médulle. 

L’écorce est formée de deux à cinq assises de cellules allongées 
tangentiellement, avec cytoplasme pariétal entourant une grande 
vacuole. 

Le cytoplasme renferme un noyau avec nucléole et taches chro- 
matiques granuleuses superficielles dans le nucléoplasme : on y 
voit également de très beaux cytosomes sphériques et aussi, à 
côté, des amyloplastes avec grains d’amidon simples ou compo- 
sés à différents états d'évolution. La vacuole est remplie par un 
chremidium dense, fixé par le Laguesse et coloré en brun peu 
foncé (pl. VII, fig. 1). D 

Tout au sommet du tubercule, il existe un point de végétation ; 
sous l’endoderme, lPécorce, à cet endroit est formée de cinq 
ou six assises de grandes cellules dont les plus profondes ne sont 
pas encore contaminées; elles sont polyédriques, ont un noyau 
central avec très gros nucléole; de petites vacuoles entourent le 
noyau; le cytoplasme est très abondant; il renferme d’une part 
des cytosomes denses, sphériques et quelques mitosomes, colorés 
en noir foncé par l’hématoxyline ferrique, alors que les plastes 
sont représentés par des corpuscules un peu plus gros à contour 
ovale ou elliptique peu denses et se colorant faiblement en rouge 
par la safranine (pl. VI, fig. 1); presque partout ailleurs, sauf 
toutefois dans les cellules du péricycle des faisceaux, ces plastes 
sont transformés complètement en gros grains d’amidon. 
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Les cellules qui constituent l’assise unique du péricycle des 
faisceaux, sont particulièrement riches en cytoplasme; celui-ci 
contient de beaux cytosomes sphériques, nombreux, colorés en 
_noir foncé : les plastes sont représentés par des corpuscules de 
teinte pâle et dont quelques-uns contiennent de petites vésicules 
incolores qui ne sont autre chose que des grains d’amidon en 
formation (pl. VII, fig. 3); parmi les éléments libériens, les uns 
sont plus ou moins vides de leur contenu alors que les autres 
montrent du cytoplasme en couche pariétale. 

Sur les coupes longitudinales des faisceaux, on voit dans les 
cellules libériennes non seulement les cytosomes, mais aussi les 
noyaux : ceux-ci présentent quelques amas chromatiques irré- 
guliers à leur surface (pl. VIT, fig. 4); quant au bois, il est repré- 
senté par des vaisseaux annelés adossés au péricycle et au nom- 
bre de deux ou trois comme il a été dit. 

La médulle qui est formée par les cellules contaminées et par 
quelques rares cellules intermédiaires, doit être maintenant 
étudiée en détail. 

L’envahissement progressif de la Bactérie se produit au voi- 
sinage du point de végétation et on a d'autant plus-de chances 
d’en suivre les détails qu'il s’agit d’une jeune tubercule. 

Les tubes muqueux qui apportent les Bactéries sont assez régu- 
lièrement cylindriques; ils suivent de préférence un trajet à l’in- 
térieur des cloisons, sans traverser en ligne droite plusieurs 
cellules comme dans le Pois; ces tubes envoient dans presque 
toutes les cellules un rameau de même diamètre qui se recourbe 
fréquemment en crochet à l’intérieur et présente parfois des 
lobules (pl. VI, fig. 8) ; les cellules du méristème terminal ont 
un noyau sphérique avec un très gros nucléole et un nucléo- 
plasme dense, d'apparence homogène; 1l est entouré de quelques 
grandes vacuoles; le cytoplasme contient des cytosomes sphé- 
riques bien visibles; les plastes sont distincts mais; on les retrouve 
plus tard à l’état de grains d’amidon «et d’ailleurs leur présence 
a été reconnue tout au sommet du point de végétation. 

Le premier stade de l’infection est donc représenté par les 
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rameaux qui ont pénétré dans ces cellules; si Pon a employé la 
méthode de double coloration à la fuschsine acide et au bleu de 
méthylène, les tubes muqueux et leurs ramifications sont colorés 
en bleu. En employant cette méthode ou en se servant de lhé- 
matoxyline ferrique, on arrive à déceler, à l’intérieur des rameaux, 
les Bactéries disposées sur deux ou trois rangs; ce sont des 
bâtonnets très courts dont la longueur ne dépasse guère que d’un 
tiers le diamètre, ce qui les fait ressembler presque à des Micro- 
coques. 

On peut suivre la dissémination des Bactéries, à partir 
de l'extrémité de ces rameaux où elles restént fréquemment 
groupées en un amas : de là, elles envahissent en se divisant 
activement, le cytoplasme pariétal, les trabécules et plus tardi- 
vement, semblet-il, la couche qui encoure le noyau (pl. VI, 
fig. 2-3). | 

La distinction des cytosomes et des Bactéries est très facile à 
cette période : elle l’est un peu moins, lorsque le cytoplasme est 
rempli par les éléments parasites qui continuent de se multiplier; 
ces éléments, un peu plus tard, ,s’allongent et prennent la forme 
de bâtonnets plus longs et plus gros qui sont encore très chro-. 
matiques (pl. VI, fig. 4-6). 

Les cellules ainsi envahies augmentent considérablement de 
volume, de telle sorte que leur diamètre primitif est fréquem- 
ment triplé ou quadruplé; il n'existe plus alors qu’une seule 
grande vacuole centrale, sur le bord de laquelle se trouve le 
noyau qui à subi lui aussi une augmentation de volume. 

Les longs bâtonnets qui remplissent tout l’espace compris 
entre la vacuole et la membrane ont parfois une tendance à 
s'orienter radialement; mais le plus souvent, ils sont entremêlés 
en une masse compacte. 

Ces bâtonnets, pour la plupart, vont perdre peu à peu leur 
chromaticité et se vacuolisent; l’hématoxylène ferrique ne les 
colore plus que partiellement et finalement leur existence n’est 
révélée que par les vestiges des membranes qui produisent l’im- 
pression d’un pseudo-parenchyme; le contenu n’a cependant pas 
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disparu, mais 1l est’ passé à l’état de substance purement albu- 
minoïide (pl. VIT, fig. 1-2). 

Cependant, un nombre plus ou moins grand de ces Bactéries 
ont conservé leurs propriétés chromatiques et aussi sans doute 
leur vitalité; plusieurs sont ramifiés en forme d’Y : ce sont les 
Bactéroïdes des auteurs; à les voir ainsi, avec leurs dimensions 
géantes, on ne se douterait guère qu’ils proviennent des petits 
éléments du début (pl. VIL fig. 1). 

Mais toutes les.cellules qui ont subi la contamination sont loin 
de renfermer ces Bactéroïdes : la digestion s’est étendue à tous les 
éléments parasites, si bien qu’on ne retrouve plus finalement 
entre la vacuole et le noyau qu’une sorte de pseudo parenchyme 
se colorant en rouge par la safranine et restant à peine teinté par 
l’hématoxyline ferrique. 

Il est remarquable de constater que pendant toute cette évo- 
lution, les cytosomes ont continué d’être visibles; ils sont en 
général, plus abondants à la périphérie; ils sont tous sphé- 
riques et ils sont un peu plus gros que dans les cellules ordi- 

_naires. | 

Les noyaux ont conservé leur structure générale; on y retrouve 
les amas chromatiques superficiels formés de petits granules, 
mais le gros nucléole a disparu. ; 

Les cellules du tubercule ont eu raison, à n’en pas douter, du 
parasite; non seulement, elles l’ont réduit à l'impuissance mais 
elles sont arrivées à le détruire dans beaucoup de cas. L'hyper- 
trophie des cellules s’explique sans doute par l'impossibilité où 
elles se sont trouvées de se cloisonner et c’est aussi la raison peut- 
être du développement exagéré en volume des Bactéries qui, à 

un moment donné, ont eu leur multiplication arrêtée. 
_ Les rares cellules intermédiaires que l’on observe entre les 
cellules contaminées, renferment de nombreux eytosomes et aussi 
des grains d’amidon simples ou composés (pl. VI, fig. 7) de gros- 
seur variable; la safranine permet fréquemment de distinguer 
les plastes avant leur transformation en amyloplastes. 

Il n’est pas rare de rencontrer également de gros grains d’ami- 
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don dans les cellules contaminées; ils sont: alors disposés sous 
la membrane (pl. VI, fig. 6). 

En ce qui concerne les grains d’amidon qui existent soit dans 
les cellules corticales, soit dans les cellules intermédiaires, 1l est 
utile de remarquer qu’ils sont ordinairement sphériques avec 
hile central et qu'ils se colorent en bleu par l’iode. 


50 Le Melilotus altissima Thuill. 


Cette espèce est extrêmement abondante dans de vieilles 
vignes incultes à Ségrie où je passe mes vacances : au début d’oc- 
tobre, la plante était fructifiée et commençait à se dessécher. 

J’ai arraché de nombreux pieds sans remarquer d’abord aucun 
tubereule; il en existait cependant sur les fines radicelles, mais 
très petits, noirs, mous et déformés; ce n’est qu'avec de grandes 
difficultés que j'ai réussi à obtenir une section longitudinale de 
Pan,d'eux: 

Ma patience a été récompensée, car ce tubercule renfermait 
encore un grand nombre de cellules parasitées et dans toutes le 
microbe était à son stade initial. 

J'avais déjà noté en 1924, sur le Melilotus arvensis, que la 
Bactérie, ressemblait tout à fait à un Microcoque : or, sur le 
Melilotus altissima examiné le 3 octobre 1925, toutes les cellules 
parasitées étaient remplies d’une zooglée de ces formes Micro- 
coques; le diamètre des sphères était d’un x environ; par écrase- 
ment du tissu, elles devenaient libres ou restaient associées par 
groupes irréguliers; si la plus grande quantité des éléments bac- 
tériens étaient complètement sphériques, quelques-uns cepen- 
dant affectaient l'aspect d’un bâtonnet très court. 

Que faut-il conclure de cette observation intéressante faite sur 
les Mélilots? Si l’on s’en tenait uniquement à la définition du 
genre ,Micrococcus, 11 est incontestable que cette espèce pourrait 
être rangée parmi les Microcoques; mais, connaissant son évolu- 
tion ultérieure en bâtonnets et en Bactéroïdes chez le Melilotus 
arvensis, on est fondé à admettre que la structure sphérique de 
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la forme initiale n’a aucune importance pour la détermination 
générique. . 

L'examen de ces vieux tubercules, sans utilité désormais pour- 
la plante, montre à nouveau que le sol recoit en quantité consi- 
dérable les germes qui serviront à contäminer de nouvelles cul- 
tures de Légumineuses; la flore bactérienne du sol s’enrichit ainsi 
dans une proportion qu’il est impossible d'évaluer. 


6° Le Tetragonolobus siliquosus Roth 
\ (PL EXT); 


Cette espèce a été récoltée sur des côteaux pierreux au cours 
d’une excursion de la Faculté des sciences en juin 1924; les 
racines qui se développent sur la partie souterraine de la tige 
possèdent au voisinage de leur insertion des nodules de forme 
sphérique, parfois rapprochés les uns des autres; les plus gros 
ont un diamètre de 2 millimètres environ (pl. X, fig. 1). 

La racine-support a une’‘écorce qui est formée d’une dizaine 
d'assises de cellules; le cylindre central possède quatre faisceaux 
ligneux qui se rejoignent au centre et quatre faisceaux libériens 
dont une partie se transforme en un îlot de fibres libériennes; 
‘entre ces fibres et le péricycle, on reconnait pendant quelque 
temps la présence de cellules libériennes plus ou moins écrasées; 
le péricycle en face les faisceaux libériens est unisérié,tandis qu'il 
est plurisérié à la pointe des faisceaux ligneux. 

L'insertion des tubercules sur la racine se fait par une base très 
large, en face d’un faisceau ligneux; le manteau qui entoure le 
renflement comprend cinq ou six assises de grandes cellules polyé- 
driques avec nombreux cytosomes si le tubercule est jeune; ce 
manteau, continuation de l'écorce de la racine, est plus ou moins 
discontinu sur les côtés. 

Le voile est représenté par des cellules endodermiques allon- 
gées tangentiellement qui se rattachent directement à l’endo- 
derme de la racine; d’autre part, bien que le tubercule soit d’ori- 
gine péricyclique, il s’est formé postérieurement et à sa base une 
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assise qui a tous les caractères d’un endoderme se reliant directe- 
ment à celui de la racino (pl. X, fig. 2); à ce moment, on serait 
tenté de croire que le tubercule est tout entier formé par l’écorce 
de la racine; sa nature radiculairé se trouve complètement mas- 
quée, d'autant plus que la structure des cordons libéro-ligneux 
présente dans cette espèce une anomalie remarquable. 

Ces faisceaux sont au nombre de deux à huit selon les niveaux 
et aussi les échantillons (pl. X, fig. 2; pl. XI, fig. 4); ils sont plus 
ou moins rapprochés du voile, de telle sorte que leur -endoderme 
particulier touche aux cellules endodermiques du voile ou en 
reste séparé par une ou plusieurs assises d’écorce. 

Alors que le bois, dans les tubercules radicaux des Légumi- 
neuses, est disposé, en général, du côté externe, et que le liber se 
trouve du côté interne, ici nous rencontrons une ÉD 
inverse. 

Chaque faisceau à une structure nettement collatérale et re- 
semble à celui d’une tige de Phanérogame (pl. XI, fig. 1-2); on 
trouve un ou deux petits vaisseaux annelés qui s'appuient du 
côté interne sur le péricycle; d’autres vaisseaux annelés réticulés 
plus gros se différencient en ordre centrifuge. Le liber, qui fait 
suite, est constitué par un assez grand nombre d’éléments à mem- 
brane épaissie et vides de leur contenu cytoplasmique; leur lon- 
gueur ést huit ou dix fois supérieure à leur diamètre; parmi eux, 
on remarque quelques cellules libériennes ayant conservé leur 
noyau. 

En employant la safranine et le bleu de hétbylene, on arrive 
à obtenir une coloration en rouge des vaisseaux ligneux, alors que 
les éléments fibreux du liber sont d’un beau bleu; dans ces con- 
dtiions, lendoderme qui entoure complètement ce faisceau a ses 
membranes colorées en rouge. 

Les cellules du péricyele qui, d'ordinaire, sont si riches en cy- ! 
toplasme m'ont paru plus ou moins vides, sans doute parce que 
je n'ai pas eu à ma disposition de jeunes tubercules. 

On pourrait discuter longtemps sur la signification de cette 
structure nettement collatérale de ces faisceaux libéro-ligneux: 
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d'aucuns y verraient une raison, de rattacher dans cette espèce, 
les tubercules à des bourgeons caulinaires de racine : je me 
bornerai 1c1, pour linstant, à constater que la véritable nature 
d’un organe modifié par le parasitisme n’est pas toujours facile 
à établir. 

Le cylindre central de la racine présente, de son côté, au niveau 
de l'insertion du tubercule, une modification importante; les 
formations secondaires et principalement le bois secondaire ont 
pris un très grand développement de chaque côté du faisceau 
ligneux primaire en face duquel est né le tubercule (pl. X; fig. 2); 
ces formations ne s'étant pas rejointes,il existe entre elles une 

sorte de triangle formé par les cellules du péricycle qui se sont 
cloisonnées; ce même cloisonnement des cellules du péricycle 
s’observe aussi sur les côtés. 

Le reste du cylindre central a conservé la structure primaire; 
du moins, on n’y observe que quelques assises de méristème 
secondaire. 

J’ai été frappé de voir combien, dans la racine, les éléments 
ligneux secondaires formés sous l'influence du tubercule sont 
riches en cytoplasme, en plastes et en cytosomes, alors que, dans 
le tubercule lui-même, les cellules parasitées commencent à se 
désorganiser; il se produit évidemment un transport de subs- 
tances nutritives qui abandonnent le nodule, sans qu’on puisse 
pour l'instant déterminer exactement les conditions de cette 
migration. ; 

L’écorce du tubercule est formée en général de deux assises 
de cellules allongées tangentiellement; elles renferment dans la 

vacuole un chromidium dense et abondant qui prend une colo- 
ration brun pâle et reste, sur les tubercules encore jeunes, sensi- 
blement homogène; on retrouve ce chromidium avec les mêmes 
caractères dans quelques grandes cellules intermédiaires de la 
médulle (pl. X, fig. 6). 

Si le tubercule n’est pas trop âgé, on rencontre dans le cyto- 
plasme pariétal qui limite la vacuole des cellules de Pécorce et 
des cellules intermédiaires, de nombreux cytosomes sphériques et 
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aussi quelques gros grains d’amidon; à un stade plus jeune, on 
peut suivre la formation de cet amidon aux dépens des amylo- 
plastes dont la partie chromatique persiste un certain temps 
sous la forme d’un’'are ou d’un anneau. | 

J'ai assisté dans des tubercules âgés, à la digestion de cet 
amidon; sous l’action de la solution iodée, on voit ces grains 
d’amidon se différencier en une partie centrale bleue et une enve- 
loppe rougeâtre, tirant parfois sur le violet, dont l’épaisseur se 
réduit de plus en plus jusqu’à devenir une mince pellicule plus 
ou moins fripée; à ce moment, la substance bleue qui occupait le 
centre du grain, a disparu après s'être sans doute transformée 
en sucres; la même transformation a lieu dans les quelques rares 
grains composés qui accompagnent les précédents (pl. XT, fig. 6). 

En étudiant ces tubercules radicaux du Tetragonolobus, on ne 
peut manquer d’être frappé de la quantité relativement faible 
d’amidon qu’on y rencontre, si on la compare à celle d’autres 
espèces, alors que le chromidium, par contre, est extrêmement 
abondant, soit dans l’écorce, soit dans les cellules intermédiaires 
de la médulle. 

Ce chromidium passe lui aussi par des états différents, selon 
l’âge des tubercules; au début, ce chromidium est constitué 
par une épaisse solution colloïdale qui, après fixation, reste 
sensiblement homogène ou granuleuse et se colore en brun pâle 
par l’hématoxyline ferrique; plus tard, il se produit par précipi- 
tation de cette solution, une formation d’endochromidies qui se 
colorent tantôt en noir foncé tantôt en brun pâle, avec tous les 
intermédiaires. La forme, le nombre, le volume de ces endochro- 
midies varient dans les plus larges limites; tantôt ce sont des 
grosses sphères noires, tantôt des masses lobées ou mamelonnées, 
ou encore des amas ou des réseaux irréguliers (pl. X, fig. 9-10). 

Il est heureux que l’évolution du vaéuome, telle que je l'ai 
reconnue, il y a quelques années, permette maintenant de se faire 
une idée nette de toutes ces formations dues au système vacuo- 
laire; autrement, le cytologiste se trouverait dans le plus grand 
_embarras. 
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Dans les tubercules âgés, le chromidium comme l'amidon 
dimmue progressivement ; mais il en reste toujours un peu 
dans les cellules en voie de désorganisation du centre, tandis que 
les cellules corticales et les cellules intermédiaires voisines en 
renferment davantage. d 
N'ayant pas eu à ma disposition de tubercules suffisamment 
_ jeunes, il m’a été impossible de suivre dans cette espèce le début 
de l’envahissement par le parasite : les cellules spéciales ayant 
encore leurs dimensions ordinaires étaient déjà remplies par les 
Bactéries (pl. X, fig. 3) celles-ci ont la forme d’un bâtonnet court 
qui, très rapidement, prend une forme un peu plus allongée qu'il 
conservera par la suite sans grandes modifications, jusqu’au 
moment où il subira la vacuolisation; on constate simplement 
une augmentation du diamètre accompagnant l’allongement. 

Les cellules envahies ne tardent pas à augmenter considérable- 
ment de volume. On en distingue de deux sortes : les unes sont 
dépourvues de vacuole et complètement remplies par les éléments 
bactériens; les autres ont une grande vacuole centrale, de sorte 
que le parasite n’occupe que la périphérie de la cellule; certains 
‘tubercules ne possèdent guère que des cellules spéciales de la 
première sorte ou de la seconde, alors que dans d’autres, les deux 
sortes de cellules sont mélangées en proportion variable. 

Si nous prenons les premières, nous voyons que les éléments 
bactériens sont excessivement nombreux dans ces cellules; ils 
sont tassés et entremêlés à tel point que leur forme exacte devient 
parfois indiscernable, d'autant plus que la chromaticité va en 
diminuant. Le noyau qui occupe le centre se trouve comprimé 
par ces éléments; on y reconnaît une structure réticulée avec 'un 
nucléole réduit (pl. X, fig. 6). 

Dans la plupart de ces cellules, il existe, disséminés dans la 
masse des Bactéries, des corpuscules de grosseur variable, se 
colorant en noir par l'acide osmique; ils sont quelquefois loca- 
lisés autour du noyau. On serait tenté de voir dans ces corpus- 
cules oléagineux une transformation des cytosomes qui, à ce 
stade, ont disparu; mais ce serait une simple hypothèse sans 
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fondement, puisque la transformation, si elle se produit, n’a pas 
été suivie ; peut-être ces formations sont-elles dues au chromi- 
dium. 

Les éléments bactériens vont subir une vacuolisation qui 
correspond à la disparition de leur chromaticité : 1ls deviennent 
indistincts alors que de grosses sphérules que lon peut colorer 
en bleu par le bleu de méthylène apparaissent à leur place. 

Dans les cellules spéciales à grande vacuole centrale, lévolu- 
tion des éléments bactériens est la même; mais pour bien la 
comprendre dans les deux cas, il faut se rendre compte que, dans 
la même cellule, on peut rencontrer à la fois des bâtonnets chro- 
matiques mélangés à des formes bactériennes déjà vacuolisées ou 
même transformées en pelotes albuminoïdes. 

Lorsque les Bactéries sont tassées les unes contre les autres, 
comme c’est le cas général, leur forme exacte est difficile à pré- 
ciser. Il n’en est plus de même lorsque, exceptionnellement, 
on trouve quelques-uns de ces microbes isolés les uns des autres 
dans des cellules vides et à l’état de Bactéroïdes. 

Ces Bactéroïdes se distinguent nettement de ceux que nous 
avons vus dans les Pisum et le Melilotus; ils sont souvent incur- 
vés ou contournés de diverses façons, en S par exemple, ou encore 
en U : quelques-uns sont ramifiés; leur longueur est variable 
(DIX fo 0 LE): 

J'ai retrouvé ces mêmes formes dans les cellules parasitées à 
grande vacuole centrale; mais là, il faut des préparations très 
réussies pour les distinguer les unes des autres. 

Il n’est pas rare que des espaces intercellulaires soient envahis 
sur une longueur plus ou moins grande par les zooglées de cette 
bactérie (pl. XI, fig. 9), soit dans le manteau, soit dans l'écorce, 
soit enfin dans la médulle; lorsque ces espaces prennent un 
grand développement, ils pourraient être facilement confondus 
avec les cellules spéciales, car l'aspect du contenu bactérien est 
sensiblement le même. | 

Ces constatations m’avaient tout d’abord conduit à penser 
que les tubes muqueux de contamination manquaient peut-être 
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dans cette espèce; depuis, malgré le caractère peu favorable des 


échantillons, j’ai pu voir ces tubes avec leurs rameaux: ceux-ci 


pénètrent dans les cellules du tubércule à la manière ordinaire 
(ph'XI fie: 7) 

L'impression qui se dégage de cette étude des tubercules de 
Tetragonolobus est que, chez cette espèce, les cellules contaminées 
réagissent avec moins de succès que chez le Pisum et le Welilotus, 
contre l’attaque parasitaire; le cytoplasme et les cytosomes qu'il 


renferme, disparaissent de bonne heure; le noyau lui-même s’ap- - 


pauvrit en chromatine, devient flasque et ne semble plus capable 
de jouer un rôle quelconque. D'un autre côté, si une très grande 
quantité de Bactéries sont vacuolisées et transformées en masses 
albuminoïdes, il en est aussi beaucoup qui semblent conserver 
leur vitalité jusqu’à la fin. | 

Dans certaines grandes cellules, le contenu albuminoïde est 
parfois fragmenté en îlots irréguliers; sur certains d’entre eux, 
on arrive à reconnaître qu'ils sont formés par un peloton de Bac- 
téries vacuolisées et devenues plus ou moins chromatiques; il 
semble bien que le peloton se trouve finalement transformé en une 
masse homogène d’albumine (pl. XI, fig. 7). 
Les tubercules du Tetragonolobus siliquosus constituent un 
type bien spécial et très remarquable. 
_ L’amidon n’est jamais très abondant dans le cytoplasme, 
alors que le vacuome possède un chromidium épais; la solution 
colloïdale de métachromatine qui forme ce chromidium four- 
nit, lorsqu'elle est précipitée, des endochromidies de formes 
variées. 

D'autre part, l’évolution des Bactéries est assez particulière; 


alors que dans certains échantillons, le stade ultime est représenté 


par des Bactéroïdes en V ou en Y, dans d’autres cas, on assiste à la 
transformation de la masse bactérienne qui remplit les cellules 
en une substance albuminoïde dense et homogène : cette masse 
est parfois fragmentée en îlots irréguliers. 

La digestion des grains d’amidon est aussi à noter; ces grains 
- se dissolvent à partir du centre; la couronne amylacée qui en 
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résulte, se réduit de plus jusqu’à ne former qu’une mince pellicule 
à contours irréguliers. 


A citer finalement la structure des cordons libéro-ligneux dans. 


lesquels le bois, par une exception sans doute très rare, est situé 
vers le centre du tubercule. 


70 Le Lotus corniculatus Koch. 


(PI. XVIHI-XVIIT; P.I XX VII, fig. 1-5) 


Les tubercules radicaux, dans cette espèce,sont en général, arron- 
dis et plus ou moins dispersés sur les racines (pl. XVIT, fig. 1); 
dans certains échantillons, le manteau provenant de l’écorce de 
la racine se trouve interrompu à une faible distance du point 
d'attache et plus loin, on n’en trouve plus que des débris; ailleurs, 
le manteau recouvre toute la surface avec quatre ou cinq assises 
de grandes cellules allongées tangentiellement et aplaties, parfois 
dissociées en partie. 

Le voile est constitué par des cellules allongées dont la mem- 
brane est épaisse; le chromidium, très abondant, est précipité 
en un certain nombre de grosses chromidies qui se colorent en 
rouge par la fuchsine. 

L’écorce du tubercule à une épaisseur variable, de cinq-à sept 
assises de cellules ; les stèles quis’y trouvent, sont peu nombreuses 
(pl. XVIT, fig. 3) elles ont une structure spéciale qui rappelle celle 
d’une racine (pl. XVII, fig. 2); on y trouve, en effet, une bande 
diamétrale de vaisseaux ligneux s'appuyant de chaque côté 
au. péricycle, avec deux massifs libériens alternes ; l’orientation 
de la bande ligneuse est perpendiculaire à la surface du tubercule. 


Le péricycle est unisérié et recouvert par un endoderme complet, | 


Il est bon d'ajouter que la structure binaire de ces stèles est 
loin d’être toujours aussi régulière. 

Ces stèles se détachent du cylindre central de la racine et se 
portent immédiatement vers le sommet du tubercule, l’une à 
droite, l’autre à gauche. 


Bien que j'aie étudié plusieurs tubercules de grosseur diffé- 
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rente, Je n'ai pas réussi à voir la marche de l'infection par l’in- 
termédiaire de tubes muqueux; on retrouve même assez diffici- 
lement la trace de ces filaments sur les tubercules moyens; 
cette absence pourrait faire croire que la contamination se fait 
autrément, mais il n’en est rien. Var 

La médulle est constituée par les cellules spéciales contaminées 
mélangées à de nombreuses cellules intermédiaires; parfois, le 
cellules du centre ont été épargnées par l'infection; elles forment 
dans ce cas une sorte de moelle. 

Parmi les cellules contaminées, il faut distinguer les stades 
Jeunes auxquels succèdent les stades plus âgés. 

Au début, les cellules se remplissent de Bactéries dont la lon- 
gueur (2 u 9) est égale à deux fois la largeur; elles sont alors très 
chromatiques et serrées les unes contre les autres autour d’une 
ou de plusieurs vacuoles (pl. XVIII, fig. 3); ces cellules augmen- 
tent progressivement de volume alors que les Bactéries subissent 
des transformations remarquables; ces grandes cellules hyper- 
trophiées sont de formes variables: ; 

Les Bactéries dont les dimensions ont augmenté, se renflent 
en sphère à l’une de leurs extrémités (pl. XVIIT, fig. 5), et le reste 
du filament se résorbe.Les cellules contaminées renferment toutes 
à ce moment, une quantité considérable de sphérules chromatiques 
montrant à leur intérieur des granulations ou sur le côté un arc 
chromatique; elles sont rapprochées les unes des autres sans 
cependant être pressées ensemble (pl. XVIII, fig. 6-8); elles sont 
disposées autour d’une ou de plusieurs vacuoles. 

Ces sphérules chromatiques, plus ou moins granuleuses, se 
transforment directement en boules de substance albuminoïque 
dense, achromatique; ces boules restent distinctes un certain 
temps et finissent en se réunissant à produire une sorte de gelée 
qui remplit les cellules spéciales âgées. 

Comme la transformation ne se fait pas avec la même vitesse 
pour toutes les Bactéries, on rencontre des cellules dans lesquelles 
la proportion des sphérules chromatiques et des boules d’albumine 
est très variable (pl. XVII, fig. 9-11; pl. XVIT, fig. 8). 
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Ce phénomène de digestion complète des éléments bactériens 
est d’autant plus remarquable que le noyau des cellules conta- 
minées semble avoir perdu lui-même une grande partie de sa 
vitalité; on ne le retrouve qu’à grand’peine, paraissant lui-même 
en dégénérescence; il est fréquemment aplati en ruban au contact 
de la grande vacuole centrale; celle-ci renferme un chromidium 
très peu dense. 

Les cellules intermédiaires ont des dimensions moindres que 
les cellules spéciales; leur cytoplasme est très réduit et renferme 
des grains d'amidon de grosseurs différentes, parfois très petits 
(pl. XVIL, fig. 5, pl. XVIII, fig. 7, I); ces grains d’amidon sont 
parfois entourés d’une couronne ou d’un are chromatique 
attestant leur origine ; les cellules de l’écorce ont un contenu 
semblable à celui de ces cellules intermédiaires. 

Il est bon de noter que certaines cellules de la médulle n’ont 
été envahies que partiellement par les Bactéries de sorte qu’on 
trouve au centre un amas de filaments bactériens ou de sphérules, 
alors qu’à la périphérie, la couche mince de cytoplasme renferme 
les grains d’amidon. 

Le chromidium des cellules intermédiaires n’est pas abondant; 
il peut toutefois être précipité en petites chromidies en amas ou 
en chainettes. | 

Je n’ai rien voulu changer à cette description faite sur des 
pieds de Lotus corniculatus, recueillis en 1924 à Ségrie (Sarthe); 
J'avais tout lieu de croire que des pieds du même Lolus pris dans 
la même station me donneraient des résultats comparables aux 
vacances de 1925. 

Les différences ont été telles que l’on pourrait se demander s’il 
s'agissait bien de la même espèce de Bactérie. 

Le pied arraché le 26 août et examiné immédiatement avait 
un rhizome duquel se détachaient au voisinage de la surface du 
sol de nombreux rameaux souterrains; de ces rameaux partaient 
de nombreuses racines adventives; les unes très jeunes et portant 
de petits tubercules blancs et les autres plus âgées, avec des tu- 
bercules plus gros et de couleur brune (pl. XXVIL, fig. 1). 


n o0 


L'examen des petits tubercules blancs donnait lieu aux remar- 
ques suivantes : Pas 

L’écorce de la racine-support avec son prolongement en man- 
chon à la surface du tubercule était noire d’amidon, après action 
de la solution iodée; la zone corticale interne du tubercule, sur 
deux assises, en montrait une certaine quantité, alors qu'il y en 
avait très peu en couche pariétale dans les cellules de la médulle 
(pl. XX VIT, fig. 3). Toutes les fines radicelles voisines étaient 
gorgées d’amidon contenu en grande partie dans l'écorce; l’ex- 
trémité seule en était dépourvue; on pouvait constater la pré- 
sencé de cet amidon sur de longues distances, en écrasant sim- 
plement ces radicelles entre deux lames de verre. 

Un tubercule plus gros présentait les mêmes caractères en ce qui 
concerne la distribution de l’amidon; de plus, de nombreux grains 
étaient visibles dans une portion du manteau qui avait été con- 
servée; de même, autour des stèles et dans les quelques rares cel- 
lules intermédiaires de la médulle. Toutes les cellules parasitées 
m'ont paru semblables; elles étaiént remplies de petites Bacté- 
ries ayant 2 » 5 de longueur et formant une épaisse zooglée 
(pl. XX VII, fig. 5). 

Enfin un tubercule, parmi les plus agés, montrait dans sa 
médulle et l’écorce un grand nombre de cellules vides ayant au 
centre une grosse sphère. 

On trouvait encore un certain nombre de cellules parasitées 
ayant conservé leur contenu bactérien; dans les unes, la cavité 
était remplie de bâtonnets de longueur variable et fréquemment 
recourbés en arc : 1l y avait parmi eux quelques Bactéroïdes. 

Dans d’autres cellules, ces éléments devenaient indistinets et 
finissaient par constituer une masse informe, plus ou moins ré- 
tractée de la paroi et paraissant imprégnée de substance amylacée 

Beaucoup de ces cellules ont encore des grains d’amidon pre- 
nant une teinte rougéâtre par l’iode; les uns se trouvent à la sur- 
face de la masse bactérienne; d’autres sont au centre en amas 
irréguliers. 

Il est certain que ces tubercules, chez le Lotus corniculatus 
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cédent beaucoup de leur substance à la plante pour la formation 
de ses organes. 

Que faut-il penser de l’absence totale de ces sphérules si abon- 
dantes dans ce Lotus, lors de nos premières observations? Au lieu 
d'admettre l’existence de deux espèces distinctes vivant dans les 
tubercules de Lotus, je suis porté à croire que les cellules hospita- 
lières peuvent réagir différemment; dans le cas des sphérules, la 
Bactérie lutte jusqu’au bout et termine son cycle de développe- 
ment; dans l’autre cas, la digestion des éléments bactériens 
s'effectue beaucoup plus tôt, au stade filamenteux et bactéroïde. 

Quoiqu'il en soit, il est peu de Légumineuses chez lesquelles 
les tubereules radicaux aient un rôle aussi actif dans la forma- 
tion de composés albuminoïdes, réellement utilisés par la 
plante. 


8° Le Lotus uliginosus Schkr. 


(PI. XVIII, fig. 12; pl XXVIL fig. 7-12) 


Lorsque j'ai voulu étudier au mois d'avril 1924 les. tubercules 
de Lotus uliginosus vivant sur les bords d’un fossé humide, je me 
suis trouvé en présence de certaines particularités; les tubéreules 
étaient rares, de consistance molle; il était difficile d’en obtenir 
de minces sections. 

Ces sections, placées dans l’eau, abandonnaient une quantité 
considérable de Bactéries qui formaient une sorte de nuage 
(pl: XVIIT, fig. 1-2); ces Bactéries étaient de taille différente; les 
unes en bâtonnets courts et plus ou moins arqués avec quelques 
formes ramifiées ou Bactéroïdes, les autres presque filamenteuses, 
avec des états mtermédiaires; le corps renferme fréquemmerit un 
corpuseule réfringent situé soit au milieu, soit à l’une des extré- 
mités. 

Les cellules parasitées sont remplies de ces éléments qui grouil- 
lent pour ainsi dire, avant de devenir libres dans l’eau; un certain 
nombre sont encore intriquées en grosses sphérules, avant de se 
dégager. 
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La nature du mouvement est assez difficile à préciser; il se pro- 
duit dans l’eau une vive agitation et on observe, il-semble, des 
déplacements parfois assez étendus. 

J'ai poursuivi ces observations pendant les vacances de 4925 
et, à la fin du mois d’août, l'examen de quelques tubercules de 
cette même espèce de Lotus m'a fourni quelques remarques 
intéressantes. 

Les tubercules étaient nombreux sur des radicelles adventives 
produites par le rhizome, à côté de rameaux et de bourgeons cau- 
linaires. Beaucoup de ces radicelles support avaient des forma- 
tions secondaires très développées et l’amidon était abondant 
dans les rayons médullaires et l'écorce (pl. XXVII, fig. 7). Par 
contre, il y avait absence à peu près complète d’amidon dans les 
tubereules et le peu que l’on rencontrait était en voie de diges- 
tion et prenait une teinte rougeâtre par la solution iodée. 

Les cellules parasitées sont en général très longues et forte- 
ment hypertrophiées; elles renferment une masse compacte de 
microbes que l’on peut trouver sous trois états principaux; la 
forme de bâtonnets fins, ayant une longueur de 2 à 3 u ; celle de 
bâtonnets un peu plus gros et plus longs mélangés à quelques 
éléments ramifiés ou Bactéroïdes et enfin un stade de digestion 
de ces mêmes éléments qui perdent leurs contours et se fusion- 
nent. On trouve des tubercules dont toutes les cellules sont para- 
sitées par les éléments courts du premier stade, alors que d’autres 
renferment presque uniquement ceux du secondstade (pl. XX VIT, 

fig. 10-12). Ce qui m'a beaucoup surpris c’est l'absence de formes 
sphérulaires dans ces tubercules. 

On doit noter également que les plus fines radicelles renferment 
beaucoup d’amidon, comme dans le Lotus corniculatus et cela 
sur de grandes longueurs, ainsi que j'ai pu m'en assurer en écra- 
sant ces radicelles entre deux lames de verre et en faisant agir 
ensuite la solution iodée (pl. XXVIT, fig. 9). | 
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1° L'Onobrychis sativa Lam. 


(PI. XXV, fig. 1-5) 


Cette plante, cultivée en grand dans les terrains calcaires sous 
le nom de Sainfoin, possède au-dessous de la collerette de feuilles 
un pivot qui s’enfonce profondément dans le sol. Sur ce pivot, on 
rencontre des radicelles de différents âges, les unes de couleur 


brune portant de gros tubercules, simples, dichotomes ou lobés, 


les autres toutes jeunes, incolores montrant quelques tout petits 
tubercules arrondis ou ovales; le nombre des tubercules sur 
chaque pied était peu élevé. 

Les racines possèdent trois faisceaux lignéux et trois faisceaux 
libériens : ceux-ci ont un ilot de fibres dont la membrane se colore 
en jaune par l’iode; les faisceaux ligneux forment une étoile à trois 
branches se rejoignant au centre par üne seule file de vaisseaux ; 
l'écorce est peu épaisse avec cinq ou six assises de cellules. 

Les tubercules jeunes ont la structure ordinaire avec un man- 
teau assez épais vers l'extrémité antérieure; il est séparé nette- 
ment de l’écorce du tubercule par un endoderme qui se relie à celui 
de la racine. È 

Ces tubercules,examinés le 2 octobre 1925, avaient leur médulle 
séparée en deux parties d'importance à peu près égale; la région 
antérieure, ici très développée, était à peu près complètement 


dépourvue d’amidon; c’est elle qui assure l'allongement du tuber- 


cule; la région de base renfermait beaucoup d’amidon, soit dans 
les nombreuses cellules intermédiaires, so't dans les cellules 
parasitées (pl XXV, fig. 1). 

Les deux faisceaux de base du tubercule se raccordent sur le 
faisceau ligneux de la racine par de petits vaisseaux annelés qui 
amènent un épaississement du bois de la racine à ce niveau; ces 
deux faisceaux se ramifient dans les tubercules plus âgés vers 
le sommet, à l'endroit où le tubercule se divise en lobes; on peut 


wi 


a D re a EP RER VAE rs 
ee VAE AR AREN SE EUR $ TS 


+ 


# 


— 103 — 


en compter une dizaine sur les sections transversales. Chacun 
d'eux à la structure collatérale ordinaire avec ilot ligneux vers 
extérieur et liber bien développé vers l’intérieur; le faisceau, 
comme partout, est entouré d’un endoderme complet. 

Ici, comme chez les Vicia, les Ereum les Pisum, les Faba, il est 
facile de mettre en évidence sur ces jeunes tubercules, les fila- 
ments muqueux dans la région de croissance et à sa base. 

Il suffit d’une simple coloration vitale au bleu de Crésyl bril- 
lant qui les teint en bleu ou même en rose; la coloration est par- 
fois très belle et très foncée, mais elle est fugace ; il y a là pour 
réussir une question de mesure. 

Plus j'examine ces tubes muqueux, plus j'arrive à la conviction 
qu’ils ne sont pas, pour la plupart à ce moment, intercellulaires; 
on peut les suivre parfois sur de grandes distances, traversant 
directement les cellules en perforant les membranes (pl. XXV, 
fig. 4); aucune distinction de ces cellules en cellules intermédiaires 
et cellules parasitées n’existe encore; aucune n’est hypertrophiée; 
sur le trajet de ces filaments, on aperçoit çà et là un rameau 
d'infection qui déterminera, en contaminant cette cellule, son 


caractère spécial; plus tard, dans ces cellules, ce rameau se ren- 


flera en boule (pl. XXV, fig.5). Notons qu’au début les membranes 
cellulaires sont minces, qu’il n’existe pas encore de méats aux 
angles et on sera probablement convaincu, comme nôus, qu’à ce 
premier stade, le trajet des filaments muqueux entre les mem- 
branes cellulaires, n’est qu'une exception. La paroi cellulaire est 
traversée directement sans déviation du filament et sans change- 
ment de diamètre appréciable de celui-ci. Ce comportement d’une 
zooglée bactérienne est vraiment bien curieuse. 

Les gros tubercules sont encore très riches en amidon, sauf dans 
une région très limitée de Ja base: au-dessus et jusqu’à la zone de 
croissance assez peu étendue, les cellules intermédiaires sont 
bourrées de gros grains d’amidon; les cellules parasitées en ont 
également ainsi que les cellules internes de Pécorce. 

Sauf à la partie antérieure ou sur un espace de longueur va- 
riable, les cellules contaminées renferment, là forme initiale en 
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petit bâtonnet avec des aspects de transition un peu plus gros; 
partout ailleurs, les grandes cellules parasitées sont pleines de 
petites sphérules, isolées ou associées par deux, qui se colorent 
en jaune par la solution iodée : leur contenu m'a paru peu dense, 
contrairement à ce qui existe dans le Pois et la membrane est 
excessivement mince. On obtient des nuages de ces sphérules dans 
les préparations en écrasant simplement un peu du tissu de la 
médulle; le diamètre de ces sphérules ne dépasse guère 24 
(PL XXV. fig. 3). 

Il est bon d’ajouter que tous les pieds de Sainfoin étudiés pro- 
venaient d’un semis effectué dans un orge de printemps. 

J'ai complété cette étude sur un semis de Sainfoin effectué 

le 1er Septembre pendant les vacances dernières; le 18 du mêmé 
mois, je rencontrai sur les quelques pieds arrachés un seul début 
de tubercule qui a été représenté (pl. XXVI, fig. 6); la plante 
avait, à ce moment ses deux premières feuilles; ce n’est que le 
6 Octobre alors que les germinations avaient acquis leur cinquième 
feuille, que j’ai pu étudier deux autres tubercules. 
_ La production des tubercules dans ce semis de jardin a été 
extrêmement faible; pour m'en rendre un compte exact, J'ai 
arraché une quinzaine de pieds, les seuls qui restaient; aucun 
d’eux n’a montré de tubercules. 

Quant aux deux tubercules rencontrés le 6 octobre, ils ont fourni 
quelques résultats intéressants. 

19 Sur l’un d’eux, encore très jeune, j'ai suivi, à partir de la sur- 
face du manteau et jusqu'à l’écorce du tubercule, le filament mu- 
queux initial qui avait provoqué la formation du nodule; il se 
ramifiait plusieurs fois avant d'atteindre l'écorce. Cette observa- 
tion confirme celles que j'ai déjà faites chez les Faba, les Pi- 
sum, ete., au sujet de l’origine et de la naissance des tubercules. 

29 Une coloration vitale au bleu de Crésyl a produit dans quel- 
ques cellules de l'écorce de la racine et du manteau une précipi- 
tation du chromidium en gros rubans noduleux ramifiés, comme 
il en à été décrit déjà dans les Vicia; à côté, le chromidium s’était 
précipité en endochromidies sphériques; la couleur de ces forma- 
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tions était rose rougeâtre. Par contre, les cellules de l'écorce du 
. tubercule avaient un chromidium bleu non précipité. 


IV. — GÉNISTÉES 


1° Le Sarothamnus scoparius L. 


(PI. XXII). 


J'ai dû arracher un certain nombre de pieds avant de pouvoir 
en juin dernier recueillir une douzaine de tubercules qui ont servi 
à cette étude; ces genêts poussaient dans un terrain très sablon- 
neux; ma description n’a d'autre objet que d'indiquer quelques 
particularités en relation avec ce que nous savons des autres 
spèces. 

Les tubercules sont ovoiïdes,allongés ou lobés; en les écrasant 
dans l’eau, on voit que les Bactéries mises en liberté sont de lon- 
gueur variable et plus ou moins recourbées; elles sont souvent 
renflées à l’une de leurs extrémités; la forme recourbée ou en V 
tient sans doute à ce que ces Bactéries sont entremêlées étroite- 
ment dans les cellules qui les contiennent (pl. X XIII, fig. 10-11). 

D’autres cellules sont remplies de sphères mélangées à de gros 
éléments cylindriques; ces sphères se colorent en jaune par le 
rouge neutre; elles sont un stade de l’évolution des Bactéries 
ordinaires du début. 

La section des tubercules montre que ceux-c1 ont la constitu- 
tion ordinaire : le manteau était plus ou moins réduit ou échan- 
cré; ses cellules sont subérifiées. L’écorce, sur une coupe per- 
pendiculaire à l’axe montre à partir de la base de deux à cinq 
cordons libéro-ligneux dont les uns sont des faisceaux collaté- 
raux à bois externe et dont les autres sont des stèles binaires 
(pl. XXITT, fig. 4-5). La médulle peut se fragmenter en plusieurs 
îlots; mais les cellules intermédiaires manquent ou sont très 
rares. 

L’emploi d’une solution iodée indique la présence d’une zone 
amylifère au contact même de la médulle; cette zone comprend 
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une ou deux assises; les assises plus extérieures de l’écorce se 
colorent vitalement; le chromidium se précipite en chromidies 
rouges dans une assises qui passe en dedans du cercle des fais- 
ceaux; en dehors, deux ou trois assises de cellules corticales ont 
un chromidium rose qui ne précipite pas. 

J'ai examiné plusieurs tubercules après fixation au Regaud et 
coloration par l’hématoxyline ferrique. 

Dans l’un d’eux, toutes les grandes cellules de la médulle 
étaient vides de leur contenu; exceptionnellement, quelques-unes 
renfermaient des Bactéries colorées en noir; les unes avaient la 
forme d’un bâtonnet court, d’autres étaient plus -allongées, 
droites, incurvées ou contournées; ces Bactéries n’étaient pas 


‘réunies en masse compacte; aucun ciment ne les reliait. 


Dans un autre tubercule, beaucoup des grandes cellules hyper- 
trophiées possédaient encore un noyau; celui-ci était sphérique 
et fortement coloré; la périphérie des cellules était occupée par 
une sorte de réseau chromatique alvéolaire; sur certaines de ces 
cellules, on distinguait encore nettement la présence dans chaque 
alvéole d’une sphère de nature albuminoïde; dans les autres, le 
réseau chromatique à mailles granuleuses seul persistait (pk XXV, 
fig. 9). 

Enfin, dans un troisième tubercule, toutes les cellules de la 
médulle étaient remplies d'éléments chromatiques de forme 
mal définie et qui n'étaient pas autre chose que des éléments 
bactériens plus ou moins altérés par la digestion cellulaire; il 
n'existait pas de cellules intermédiaires; les cellules contaminées 
montraient ordinairement une vacuole plus ou moins grande au 
centre et, sur le côté, un noyau à nucléoplasme dense de couleur, 
cendrée avec l’hématoxyline ferrique; le nucléole était petit ou 
absent et à la périphérie du noyau,on apercevait quelques globules 
chromatiques. La Bactérie atteint parfois dans ces cellules la 


- forme Sphérulaire; la proportion des sphères chromatiques et des 


sphèree devenues achromatiques varie avec le degré de digestion: 
ces sphères sont beaucoup plus petites que celles du Pois par 
exemple (pl. XXIIT, fig. 8); fréquemment, les éléments chroma- 
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tiques qui représentent un stade de digestion des Bactéries for- 
ment seulement des corpuscules irréguliers de taille-variable, ser- 
rés les uns contre les autres dans la zone qui entoure la vacuole. 
L’impression qui se dégage de l’exomen de ces cellules conta- 
minées, est qu’elles ont conservé leur vitalité jusqu’à ce moment, 
alors que les Bactéries sont en pleine désorganisation. 
D’autres tubercules examinés fin août 1925, m'ont permis de 
compléter sur plusieurs points les observations précédentes. 
Ainsi, j'ai constaté sur un tubercule lobé que la plupart des 
cordons libéro-ligneux étaient des stèles binaires dont le bois 
était orienté tangentiellement au tubercule. 
La médulle, vers le bas, avait ses cellules vides; quelques-unes, 
çà et là, renfermaient cependant une masse informe d’albumine 
provenant de la digestion des éléments bactériens; l’amidon 
manquait complètement jusqu'au niveau de la séparation des 
lobes; à ce niveau, les cellules parasitées étaient remplies de gros 
bâtonnets courts réunis étroitement en zooglée et donnant ainsi 
un peu l’impression de sphérules; au-dessus, les cellules ne mon- 
traient que des bâtonnets plus petits. L’amidon n'apparaissait 
que dans une région très restreinte, à la base de la zone de crois- 
sance; il était en assise pariétale sous la membrane des cellules 
parasitées; la coloration rougeâtre des grains, succèdant à partir 
de la zone de croissance à la teinte franchement bleue, sous l’in- 
fluence de la solution iodée, indiquait la marche de la digestion. 
Dans un second tubercule, celui-ci arrondi, toutes les cellules 
de la médulle étaient remplies de petits bâtonnets ayant partout 
sensiblement la même grosseur (pl. XXITI, fig. 7). 


20 L’Ulex europaeus L. 


J'ai profité d’un défrichement fin septembre 1925, pour exa- 
miner quelques vieux pieds d’Ajonces ayant un pivot très long s’en- 
fonçant profondément dans le sol; on ne trouvait pas de tuber- 
cules en profondeur: leur nombre était d’ailleurs très faïble et ces 
tubercules étaient situées sur les radicelles partant de la souche, 
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Parmi ces tubercules, les uns étaient fixés sur des radicelles 
assez grosses; ils étaient de couleur noire, de consistance molle et 
la plupart de leurs cellules étaient vides; en écrasant une parcelle 
du tissu de la médulle on obtenait cependant quelques bâton- 
nets ayant de 2 à 5 u de longueur, l’amidon manquait à peu près 
totalement et quelques cellules de la médulle renfermaient encore 
une masse informe d’albumine se colorant en jaune par la solu- 
tion iodée. 

Des tubercules plus jeunes, ayant la forme cylindrique, étaient 
recouverts d’un manteau dépourvu d’amidon; mais l’amidon 
existait assez abondant dans la zone interne de l’écorce, alors que 
la médulle en possédait beaucoup moins. On distinguait d’ordi- 
naire, outre la région de croissance, deux autres régions qui parais- 
saient correspondre à deux stades différents de végétation; celle 
de base avait ses cellules parasitées avec un contenu dense jau- 
nissant fortement par l’iode; la seconde, plus jeune, se colorait 
peu; les noyaux y étaient visibles au centre des cellules et aussi 
les nombreuses Bactéries de longueur variable semblables à celles 
des tubercules âgés. | 

J'ai cru remarquer que le corps de ces Bactéries est peu consis- 
tant, facilement déformable, un peu noduleux, alors que dans 
d’autres espèces, 1l est rigide; au milieu de ces Bactéries se trou- 
vaient quelques rares Bactéroïdes; mais je n’ai pas vu de formes 
sphérulaires. 

Parmi les radicelles, certaines étaient jeunes et incolores; 
quelques-unes portaient de petits tubereules; ceux-ci, sauf pour 
les dimensions, ne différaient guère des tubercules plus âgés; 
toutefois l’amidon y était plus abondant. 

La séparation de la médulle en deux régions nettement sé- 
rées se voyait déjà comme sur les tubercules plus âgés. 

Bien que je n’aie pas rencontré dans l’Ajonc de formes sphéru- 
laires, mon impression est que la Bactérie du Genêt à balais est 
la même que celle de l'Ajonc; l’aspect noduleux, déformable des 
éléments, est assez caractéristique. 
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30 L’Ononis repens Brépb. 


En juin 1925, j'ai rencontré quelques rares tubercules sur des 
pieds d’'Ononis repens, recueillis dans un terrain sablonneux ser- 
vant de carrière ; ils n’ont pu être étudiés suffisammnt pour une 
description complète; aussi je me bornerai à quelques remarques. 

La Bactérie qui vit dans ces tubercules possède au début la 
forme en bâtonnet; mais à l’époque de la récolte de ces tubercules, 
ces aspects en bâtonnets étaient rares. On les rencontre soit dans 
des cellules vides, soit dans des cellules contenant une masse d’al- 
bumine; à côté de formes droites, il existe des formes ramifiées 
en Ÿ; mais l’évolution la plus ordinaire est celle qui donne nais- 

- sance à des sphérules serrées les unes contre les autres et entou- 
rant la grande vacuole; ces sphérules sont plus ou moins chro- 
matiques selon les cellules; elles peuvent devenir plus ou moins 
indistinctes, contribuant ainsi à former cette masse d’albumine 
qui remplit un grand nombre des cellules contaminées. 


V. — PHAS ÉOLÉES 


1° Le Phaseolus vulgaris L. 
(PL. XV-XVI) 


Les tubercules radicaux chez le Haricot cultivé sont du type 
noduleux, arrondi; ils sont disséminés aussi bien sur les racmes 
secondaires que sur la racine principales (pl. XV, fig. 1); quelques- 
uns de ces tubercules, lorsqu'ils sont âgés, montrent une section 
très irrégulière, échancré, lobée ou quadrangulaire; la médulle 
est dissociée en un nombre plus ou moins grand de médulles 
secondaires et la disposition des stèles, ainsi que leurs ramifica- 
tions devient tout à fait irrégulière (fig. 6. T.). 

Ces stèles possèdent une structure spéciale, appartenant à un 
type différent des deux qui ont été précédemment étudiés : le bois 
occupe le centre et il est entouré par le liber (pl. XVI, fig. 5); jy 
reviendrai plus loin. 
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Dans ces tubercules, le manteau est fréquemment très épais et 
plus ou moins interrompu par endroits; cette épaisseur est due 
au fait que la zone qui se trouve au voisinage du voile endoder- 
mique s’est divisée activement, on ÿ trouve parfois jusqu’à 
dix assises superposées qui sont recouvertes par places par trois 
ou quatre assises appartenant à la zone externe (pl. XVI, fig. 5). 


Fig. 6. T. — Section d’un tubercule dont la médulle est fragmentée en médulles 
secondaires Me, entre lesquelles circulent les cordons l'béro-ligneux F. 


Le voile endodermique a ses cellules allongées tangentiellement ; 
le cadre d’épaississement est très net. 

L’écorce du tubercule est aussi plus épaisse que dans les espèces 
précédentes; elle est ordinairement de cimq ou six assises; les 
stèles, au lieu d’être adossées au voile, en sont séparées par plu- 
sieurs assises. 

La médulle est assez rarement simple; elle est souvent frag- 
mentée en médulles secondaires, entre lesquelles pénètre l'écorce 
et aussi parfois les stèles et leurs ramifications; on arrive ainsi à 
une structure assez complexe (fig. 6, T.). 
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Dans chaque médulle, le nombre des cellules intermédiaires 
est variable : la proportion de ces cellules est toujours nettement 
inférieure de beaucoup à celle des cellules parasitées. 

Le nombre des stèles est naturellement très variable selon les 
niveaux; il est aussi plus élevé dans les tubercules concrescents; 
j'ai pu en compter jusqu'à une douzaine dans une section per- 


. pendiculaire à l’axe du tubercule (pl. XV, fig. 4). 


D’une manière générale, la structure de ces stèles est la sui- 
vante : elles sont entourées par un endoderme complet dont les 
cellules possèdènt de très beaux cadres d’épaississement; sous 
l’'endoderme, un péricycle unisérié à grandes cellules polyédriques. 
Le centre de la stèle est occupé par quelques vaisseaux annelés 
groupés d’une façon quelconque ou étalés transversalement sur- 
tout au voisimage d’une ramification; tout autour, se trouve le 
liber constitué par des tubes qui sont de très bonne heure, dépour- 
vus de contenu solide; ce sont des tubes criblés; ceux-ci sont ac- 
compagnés par des cellules allongées à diamètre étroit qui cor- 
respondent sans doute à des cellules annexes (pl. XV, fig. 9). 

Lorsque la stèle appartient à un tubereule jeune, on rencontre 
dans les cellules du péricycle de beaux cytosomes et aussi des 
amyloplastes se colorant par la safranine; on observe tous les pas- 
sages entres ces amyloplastes et des grains d’amidon. Dans les 
cellules annexes, le noyau est allongé avec deux nucléoles; le 
cytoplasme renferme quelques plastes à contour elliptique au 
milieu de nombreux cytosomes sphériques. Le nucléoplasme des 
noyaux est dense, d'apparence homogène et se colore en rouge 
par la safranine. 

Toutes les stèles d’un tubercule se réunissent vers la base du 
tubercule où l’on ne trouve plus, sur une section transversale 
perpendiculaire à l'axe de la racine, que deux stèles situées l’une 
à droite, l’autre à gauche (pl. XV, fig. 2); elles n’en forment fina- 
lement plus qu’une seule en se raccordant avec le bois et le liber 
de la racine; s’il s’agit de gros tubercules, les phénomènes de rac- 
cord sont plus compliqués et exigeraient une étude spéciale. 

J'ai fait quelques colorations vitales sur des tubercules récoltés 
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au mois d'avril 4924, en me servant du rouge neutre; voici ce que 
J'ai observé : 

Il existe au contact du voile, une zone de cellules dont le chro- 
midium se précipite en chromidies irrégulières rouges; la partie 


moyenne de l’écorce à un chromidium de couleur jaune; celle 


qui est au contact de la médulle, contient de l’amidon dans ses 
cellules, de même que les cellules intermédiaires. 

S'il s’agit d'un tubercule composé, la zone corticale à chromi- 
dium jaune s’étend entre les différentes médulles. 

En ce qui concerne les stèles, on observe des chromidies rouges 
dans le vacuome des cellules endodermiques, alors que celui des 
cellules du périeyele et même des cellules Hibériennes renferme un 
chromidium jaune. 

Connaissant les propriétés osmotiques et électives du vacuome, 
je ne serais nullement surpris que la nature de son contenu ne 
puisse, à un moment donné, fournir des résultats nouveaux et 
intéressants sur le transport des substances à l’intérieur de la 
plante. 

Si on envisage maintenant plus spécialement la répartition 
générale de l’amidon à l’intérieur des tubercules, on constate que 
cet amidon est surtout abondant dans la zone interne de l’écorce 
au contact de la médulle et aussi à l’intérieur des cellules inter- 
médiares; 11 s’y trouve à l’état de grains simples ou composés 
(pl. XV, fig. 3). Sur les tubercules âgés, on ne rencontre guère 
ailleurs cet amidon qui se montre en assez grande quantité vers la 
base des tubercules; il est plus rare aux autres points de l'écorce 
et de la médulle. 

Cette localisation de l’amidon n’est pas absolue et sur des tu- 
bercules jeunes, 1l en existe dans les stèles, à l’intérieur du péri- 
cycle et des cellules du liber; les cellules du manteau en possèdent 
aussi quelques grains à ce stade. 

Il faut beaucoup d'attention pour suivre la transformation 
des plastes en amyloplastes; je recommande à cet effet de faire 
agir quelques secondes le violet de gentiane sur les préparations 
à l’hématoxyline ferrique; les grains d’amidon restent colorés 
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en violet; sur les plastes en voie de transformation, on a la partie 
chromatique: colorée en noir, alors que l’amidon se détache en 
violet. | | 

On peut dire que les cytosomes sont nombreux partout et très 
visibles sauf dans les cellules du voile, de l’endoderme des stèles et 
aussi dans les vaisseaux du bois et les cellules grillagées, où ces 
éléments disparaissent de très bonne heure; la forme normale 
est celle d’une sphère; mais on rencontre aussi des formes en 
bâtonnet, nombreuses dans toutes les cellules des très jeunes tuber- 
cules. 

Avec une double coloration à la safranine et au violet de gen- 
tiane, les cytosomes sont colorés en rouge et les grains d’amidon 
en violet. 

J’ai réservé jusqu'ici la description des cellules parasitées et de 
leur mode d’envahissement. 

Dans les tubercules très jeunes, les cellules, pour la plupart, ne 
sont pas encore hypertrophiées; elles sont extrêmement riches 
en albumine; au centre, se trouve un noyau sphérique avec un 
gros nucléole central et un nucléoplasme dense et homogène. De 
ces cellules, on passe à d’autres cellules d'aspect semblable qui 
sont traversées par des cordons muqueux étroits; les uns ne ren- 
ferment qu’une file centrale de Bactéries en courts bâtonnets: 
d’autres montrent deux séries parallèles de bâtonnets (pl. XV, 
fig. 7-8). 

Le mucus des tubes se dissolvant facilement, les Bactéries se 
dispersent dans le cytoplasme où on les retrouve isolées ou en 
amas au milieu des cytosomes (pl. XV, fig. 8). 

A partir de ce moment, la multiplication de ces Bactéries est 
rapide ; leur forme s’allonge du double environ et le diamètre 
s'accroît légèrement : elles ne tardent pas à envahir toute la cel- 
lule qui s’hypertrophie en même temps que le noyau; on n’arrive 
plus à distinguer que des traces de cytoplasme, pariétal renfer- 
mant les eytosomes, tellement les éléments bactériens sont serrés 
les uns contre les autres entre le noyau et la membrane; parfois, 
les cellules ainsi parasitées, conservent une grande vacuole cen- 
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irale; quelques-unes même en possèdent deux ou trois plus petites 
et même davantage (pl. XVI, fig. 1-3). | À 

Les cellules intermédiaires, à ce stade, sont gorgées d’amidon 
en grains simples et composés, mélangés à de nombreux cyto- 
somes (pl. XVI, fig. 1). | 

Les cellules parasitées, sans que leur contenu change sensible- 
ment d'aspect, augmentent beaucoup de volume; les unes res- 
tent sphériques, d’autres deviennent cylindriques; les membranes 
se trouvent ainsi séparées aux angles par des méats intercellulaires 
plus ou moins larges. À ce moment, le noyau n’a plus qu'un nu- 
cléole réduit et au lieu d’un nucléoplasme dense, on n’observe 
à son intérieur qu'un réticulum chromatique à mailles de lar- 
geur véritable; il semble toutefois être resté bien vivant au 
centre de la cellule (pl XVI, fig. 4). 

Il est remarquable que, dans cette espèce, aucune transforma- 
tion des Bactéries en Bactéroïdes n’a été observée,bien que l'étude 
ait porté sur de nombreux tubercules à tous les âges. 

Vers le milieu d’août 1924, j'ai cherché à voir quel était l’état 
des nodules sur des Haricots qui avaient formé leurs gousses; ce 
n’est qu'avec peine que J'ai réussi à rencontrer quelques rares 
tubercules sur le chevelu de la racine, riche en fines radicelles; en 
plaçant dans l’eau des sections minces de ces tubercules, j’ai 
observé facilement les Bactéries mises ainsi en liberté; elles sont 
semblables à celles que je viens de décrire dans les cellules para- 
sitées (pl. XVI, fig. 4 B.). 

L’absence de formes bactéroïdes, la réduction du cytoplasme 
des cellules parasitées, l’état même de leur noyau, toutes ces rai- 
sons semblent indiquer que, chez le Haricot, les cellules n’ont pas 
un avantage marqué dans leur lutte contre l’envahisseur., On 
pourrait en conclure,ou bien que les cellules du Phaseolus vulgaris 
réagissent moins que dans la plupart des autres Légumineuses, ou 
bien que la Bactérie parasite est plus résistante. 

Si l’on considère le noyau de ces cellules hypertrophiées dans 
toutes ces espèces, on constate que jamais il n’est envahi lui- 
même par les Bactéries. On s'explique mal comment sa mince 
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membrane nucléaire peut offrir un obstacle à la pénétration d’un 
parasite qui traverse les membranes cellulaires autrement résis- 
tantes, semble-t-il. Ce-noyau ordinairement conserve même sa 
forme arrondie, alors que la masse des Bactéries qui lentoure, 
devrait le comprimer et le déformer davantage. A tout prendre, 
on pourrait même dire que la présence de ces Bactéries, a non 
seulement exalté l’activité du noyau, mais l’a conservée au delà 
de ses limites naturelles. En effet, à l’intérieur des cellules inter- 
médiares dans lesquelles, outre les cytosomes et quelques grains 
d’amidon, il n’existe plus qu'une couche pariétale à peine per- 
ceptible de cytoplasme, les noyaux sont de petite taille, 
avec nucléoplasme raréfié; leur rôle est certainement moins im- 
portant, pour l’économie générale de la plante, que celui des cel- 
lules parasitées et il dure sans doute moins longtemps. 

Sur le semis du 21 juillet de Phaseolus vulgaris, j'ai obtenu, fin 
septembre, de beaux pieds vigoureux, portant déjà de nombreuses 
gousses; un de ces pieds portait une soixantaine de tubercules 
dont la plupart étaient relativement très gros; leur surface était 
ridée, marbrée et cette apparence était due au fait que le man- 
_teau était couvert de côtes proéminentes de tissu noir subérifié, 

alors que dans les sillons, l’écorce était non subérifiée.et incolore. 

Ces tubercules ne renferment plus aucune trace d’amidon ; dès 
la fin d’août, on n’en trouvait déjà plus que difficilement; les 
cellules parasitées forment des îlots séparés par de nombreuses 
_ travées de cellules incolores et vides; ces cellules parasitées lais- 
sent échapper,quand on les écrase, de véritables nuages de Bac 
_ téries très petites, deux fois plus longues que larges (2 u- 0,8), 

quelques-unes cependant atteignent des dimensions plus grandes 
. (5 u- 0,8), mais aucune n’est ramifiée en Bactéroïdes. 

La section des tubercules présente une teinte rose, comme 
chez les Lupins; sans l’absence des Bactéroïdes dans les Phaseolus, 
on serait tenté de réunir les deux formes-de Bactéries qui habitent 
les tubercules radicaux de ces plantes. 


VI. — GROUPE DES LUPINS 


19 Le Lupinus albus 


(PI. XXIL, fig. 2-14, PI. XX VII, fig. 14-15) 


Cette espèce a été étudiée assez longuement sur des semis 
effectués pendant les vacances dernières et aussi sur deux ou 
trois pieds provenant du Jardin botanique du Muséum. 

Les tubercules radicaux qui se forment aussi bien sur les 
radicelles que sur la racine principale, ont au début une forme 
arrondie atteignant 3 à 5 mm.; plus tard, par suite du mode de 
fonctionnement de la zone de croissance située vers l’équateur 
du nodule, celui-ci prend une forme irrégulière, aplatie et peut 
même se recourber autour de la racine. 

La racine qui porte les tubercules, possède une structure 
binaire ; le jeune tubereule est opposé à un faisceau ligneux, 
plus rarement à un faisceau libérien; 1l est composé de bonne 
heure de deux parties : à la base, des assises régulières de cel- 
lules sont en relation directe avec le péricycle de la racine, alors: 
que vers le haut, ces assises se recourbent autour de la médulle 
constituée de cellules polyédriques. 

Au sommet du tubercule et sur les côtés, on observe une di- 
gestion des cellules corticales de la racine en contact ; entrela 
partie externe de lécorce et le tubercule, on remarque une 
sorte de tissu aérifère qui disparait bientôt. 

Lorsque le tubercule perfore l’écorce externe de la racine, 
celle-ci forme manchon autour du tubercule; il en persiste 
souvent une partie à la surface du tubercule qui se cloisonne : 
irrégulièrement et constitue le manteau; on observe d’ailleurs 
d’assez nombreuses variantes. 

L’écorce qui entoure la médulle, atteint fréquemment une 
grande épaisseur; sa zone interne, sur une épaisseur variable, 
peut montrer dans ses cellules un chromidium abondant préci- 
pité par le rouge neutre alors que la zone externe reste incolore ; 
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la précipitation donne lieu parfois a un réticulum formé de cor- 
dons noduleux (pl. XXII, fig. 14). 

Cette écorce renferme peu ou point d’amidon: cet amidon, 
dans un même tubereule, peut manquer à la base, se montrer en 
petite quantité dans cette écorce vers le tiers de la hauteur 
et être absent au sommet ; les grains sont simples ou composés ; 
parmi ces derniers, 1l en est qui comprennent jusqu'à 7 ou 8 
éléments. 

La médulle se fragmente ordinairement très irrégulièrement 
en plusieurs médulles secondaires, séparées les unes des autres 
par des invaginations de l’écorce (pl. XXII, fig. 7-9). 

Le gros cordon libero-ligneux qui établit le contact avec le 
système conducteur de la racine, se ramifie diversement et ses 
rameaux passant entre les médulles secondaires, gagnent la 
périphérie et s’établissent en nombre variable dans l'écorce. 

La médulle n'offre pas de cellules intermédiaires ; toutes ses 
cellules sont envahies par les Bactéries; toutes également,à partir 
d’un certain stade dont 1l sera question dans la partie générale 
de ce mémoire, ont une assise parlétale d’amidon; cet amidon 
- au moment où les lupins vont fleurir, est en grande partie 
digéré, sauf parfois quelques grains réduits à l’état de minces 
- plaquettes 

La Bactérie qui habite les cellules de la médulle a ceci d’assez 
particulier, c’est qu’elle conserve dans toute l’évolution du 
tubercule, son allure générale et sa vitalité (pl. XXII, fig. 11). 

Il suffit, a un moment quelconque de l’âge d’un tubercule, 
d’en écraser une parcelle, pour amener un trouble de l’eau de 
la préparation : si le tubercule est jeune, on ne trouve que des 
bâtonnets dont la longueur varie du simple au triple : si le 
tubercule est âgé, on trouve presque autant de formes ‘ramifiées 
que de formes droites (pl. XXII, fig. 11); ces Bactéroïdes affec- 
tent les aspects les” plus variés, en T, en Y, en H, en arbus- 
eules ete.; vers les deux extrémités, on remarque fréquemment 
un globule brillant ; le rouge neutre colore en outre quelques 
points disposés en file et distincts des globules. 
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Toutes les cellules de la médulle sont remplies de ces Bacté- 
ries qui forment à leur intérieur une masse compacte: celle-ci 
se colore en jaune acajou par la solution iodée ; ces cellules pa- 
rasitées restent à contour régulier et l’hypertrophie qu'elles 
subissent est relativement faible. 

Les colonies de cette Bactérie ont une couleur rose : 11 suffit 
pour s’en assurer de pratiquer une section d’un tubercule âgé. 

On a pensé que la bactérie du Lupin était dépourvue de fila- 
ments muqueux : or, j'ai rencontré de belles zooglées filamen- 


‘teuses dans les espaces intercellulaires des tubercules (pl. XXTT, 


fig. 12. 13)et d’autres beaucoup plus minces qui représentent 


les filaments muqueux normaux. 


L'emploi du rouge neutre, en coloration vitale, montre qüe 
les cellules corticales, à l’exception de la zone externe, possèdent 
un chromidium abondant qui se présente en -belles bandes 
réticulées mamelonnées (pl. XXII, fig. 14); plus tard, le chromi- 
dium est moins dense et la précipitation se fait sous la forme 
de petites endochromidies sphériques; avant la précipitation, 
la couleur des cellules colorées vitalement est d'un beau rose. 

Les quelques rares cellules intermédiaires,de même que celles 
qui séparent les cellules, se colorent aussi vitalement. 

Il y aurait ici lieu à une discussion intéressante sur la compa- 
raison entre les éléments du cytome et du plastidome dans le 
liber et le péricycle des faisceaux, en particulier à la base du 
tubercule. Les mitoplastes prennent parfois dans les cellules 
libériennes et les cellules voisines, un développement extraordi- 
naire formant de longs rubans plus ou moins contournés, alors 
que d’autres, sont plus ou moins pyriformes ; les cytosomes de 
leur côté, ou bien restent sphériques où bien s’allongent en 
mitosomes (pl. XXVIT, fig. 14-15). Dans certains cas extrêmes, 
la distinction n’est pas toujours facile ; on y est aidé par une 
double coloration à l’hématoxyline ferrique et à la safranine: 
plastes et mitoplastes, si la coloration est réussie, sont colorés en 
noir : Gytosomes et mitosomes sont colorés d’une teinte rou- 
geâtre par la safranine. 


io 


On a limpression, en examinant ces formations du faisceau 
si riches en chromatine, d’une activité exceptionnelle du liber 
qui correspond sans doute au transport des substances albu- 
minoides produites dans le tubercule, vers la partie aérienne 
de la plante. 


2° Le Lupinus polyphyllus 


(PI. XXIL, fig. 1) 


Dans cette petite espèce, les tubercules radicaux sont plutôt 
rares; quand il en existe sur un pied, leur nombre ne dépasse 
guère trois ou quatre; ces tubercules rappellent les caractères de 
ceux du Lupin blanc, maïs le pied est ordinairement plus court 
par rapport à la médulle : celle-ci a la forme d’une coupe dont 
les bords représentent la zone de croissance. 
L’amidon est présent en assise pariétale dans toutes les cel- 
lules de la médulle, sauf dans celles qui occupent la zone de crois- 
sance; on trouve aussi de l’amidon dans une partie de l’écorce : 


j'ai vu aussi de l’amidon dans le liber secondaire de la racine, entre 


les paquets de fibres. 
Contrairement à ce qui existe pour le Lupin blanc, la limite 
entre le manteau et l’écorce du tubercule,est nettement fixée par 


la présence d’un voile endodermique à une seule assise de cel- 


lules ; épaisseur de l’écorce est de six ou sept assises de cellules, 
ainsi que celle du manteau : mais cette épaisseur varie avec les 
tubercules : le manteau est recouvert de cellules à parois subéri- 
fiées se détachant par places. 

La Bactérie qui remplit les cellules de la médulle, est la même 
que celle qui habite les tubercules du Lupin blanc : ces cellules 
sont régulièrement polyédriques, sans hypertrophie bien notable. 
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DEUXIÈME PARTIE 


Considérations générales 


I. — Apparition des Tubercules 


J’ai profité d’un séjour à la campagne, pendant les vacances der- 
nières, pour étudier l’ordre d'apparition des nodules sur des semis 
de Vicia sativa, Pisam sativum, Phaseolus vulgaris, Onobrychis 
sativa, Faba vulgaris, Lupinus albus et Lupinus polyphyllus ; | 
à partir du moment où les plantules ont montré au-dessus du sol 
leurs premières feuilles, quelques échantillons ont été examinés 
chaque jour, au moins pour quelques espèces. 

A.— Le semis du Vicia a été fait le 4 août; le mardi suivant, 

11 août, on pouvait constater de légères tuméfactions, non loin 
du collet, alors que les radicelles étaient encore peu nombreuses 
etcourtes; une section faite à ces niveaux,permettait de constater 
l’existence d’un tubercule sphérique arrondi situé en face l’un des 
trois faisceaux ligneux ; il était entouré par l’écorce de la racine 
et se reliait directement au péricycle de cette racine dont l’endo- 
derme se prolongeait sur le tubercule Iui-même; deux tubercules 
pouvaient être concrescents et alors l’un de ces tubercules se 
trouvait opposé à un faisceau libérien de la racine. Le mercredi 12, 

_je retrouve, quelques nodules plus avancés; le jeudi 13, sur cinq 

pieds arrachés, montrant leurs deux premières feuilles étalées, 
l’un d'eux montrait déjà une dizaine de tubercules très appa- 
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} 
rents ; deux autres en avaient seulement quatre ou cinq espacés 
sur la racine principale ; les deux dernières plantules ne mon- 
traient encore aucune trace apparente d'infection. 

Tous ces tubercules étaient encore dépourvus d’amidon et 
c’est seulement le mardi 18 août que je constate la présence 
d’amidon en grains simples et composés dans la médulle ; dès 
le 14, j'avais pu voir que les tubercules comprenaient, à la base, 
des cellules remplies de Bactéries; venait ensuite une zone 
moyenne avec les filaments muqueux et enfin, à l’avant, une 
calotte de cellules en division, sans filaments visibles. 

On peut conclure de ces observations que l’infection, chez le 
Vicia sativa, est extrêmement précoce, puisque, au bout d’une 
semaine après le semis, quelques plantules montrent déjà des 
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tubercules. 

B.— Chez le Pisum sativum, dans un semis du 21 juillet, le 
premier tubercule a été visible le 3 août sur un pied ayant ses 
deux premières feuilles étalées ; ce tubercule était situé tout 
près de l'insertion des cotylédons; les radicelles se trouvaient 
au-dessous. 

Cet unique tubercule était déjà d’ailleurs à un stade avancé ; 
il possédait de l’amidon en couche pariétale dans les cellules de 
base, ainsi que dans les cellules qui reliaient cette base au péri- 
cycle de la racine : l’amidon disparaissait progressivement en 
arrivant vers la moitié antérieure, où sa formation n'avait pas 
encore commencé. En écrasant ce tubercule, on mettait en liberté 
les Bactéries qui remplissaient les cellules basïlaires ; elles avaient 
encore toutes la forme d’un bâtonnet d’une longueur de 3 à 5m 
sur 1 » de largeur. 

Le 4 août, parmi plusieurs échantillons encore dépourvus de 
nodules apparents, j’en rencontre un dont toute la racine prinei- 
pale était, sur une assez grande longueur, couverte de tubercules 

à différents états de développement; toutes les radicelles étaient 
encore indemnes. 

Les jours suivants, presque tous les échantillons arrachés 
avaient des tubercules et souvent en grand nombre. 
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Une observation du 12 août est intéressante, en ce qu’elle 
montre l’évolution subie par les Bactéries, dans les cellules para- 
sitées, occupant la base des tubercules ; ces Bactéries, parmi 
lesquelles se trouvent quelques formes ramifiées, se sont transfor- 
mées en sphérules ; celles-ci sont isolées ou associées par deux 
ou davantage ; lorsque ces sphérules sont associées par deux, 
l’une d’elles est parfois plus petite; on dirait une Levure; d’autres 
sont réunies en chaïînettes comme dans les Streptocoques ou 
d’une façon très irrégulière. L’iode colore ces corpuscules en jaune 
et fait apparaître l’existence d’une membrane. 

Le 24 août, je fais quelques sections longitudinales dans ces 
tubercules dont plusieurs se sont ramifiées en dichotomie et je 
fais quelques remarques dont il y aura lieu sans doute de tenir 
compte dans l'établissement des espèces. 

J’étudie tout d’abord dans cet échantillon un tubercule pris au 
voisinage du collet; la zone de base est dépourvue d’amidon et les 
cellules parasitées renferment des Bactéries transformées en 
sphérules de grosseur très variable (2-3 4) et associées parois de 
la façon la plus bizarre. * 

La zone moyenne, assez importante renferme beaucoup, d’ami- 
don : les cellules parasitées contiennent des Bactéries dont 
quelques-unes sont pyriformes et d’autres ramifiées, alors que la 
plupart sont encore à leur état initial de bâtonnet; on trouve des 
formes de transition vers l’état sphérulaire. 

La zone antérieure, ou zone de croissance, est dépourvue d’ami- 
don. 

Ce tubercule offrait donc en somme l’évolution ordinaire, telle 
qu’elle se produit dans le Pois. 

Un second tubercule présentant exactement les mêmes zones 
ne montrait dans les cellules parasitées de la zone moyenne que 
de tout petits bâtonnets et dans la zone basilaire que des sphé- 
rules dont le diamètre ne dépassait pas 1 à 2 et qui provenaient 
de la transformation directe de la forme initiale sans états inter- 
médiaires. 

Enfin un troisième tubercule, de même grosseur que les pre- 


miers, et qui montrait les mêmes zones, avait toutes ses cellules 
parasitées, aussi bien celles de la base que celles de la zone 
moyenne amylifère, gorgées par de petites Bactéries ayant con- 
servé le stade initial, sans aucune modification : ce troisième tu- 
bercule était situé assez profondément dans le sol, alors que le 
second occupait une position intermédiaire avec le premier. 

Quoiqu'il en soit, de l’examen de ces trois tubercules sur un 
même pied et de la structure des cellules parasitées, on pourrait 
facilement conclure à l’existence de trois espèces différentes de 
Bactéries. 

Disons tout de suite, que de l'examen de nombreux tubercules, 
il ressort nettement qu’il ne faut voir 161 qu’une anomalie et que 
l’évolution ordinaire de l’espèce va de la forme bâtonnet simple 
ou ramifiée à la forme globuleuse qui se rencontre ordinairement 
seule dans les cellules basilaires. 

C.— Le Phaseolus vulgaris a été semé le 21 juillet, c’est-à-dire le 
même jour que le Pois : c’est le 4 août, que j’aperçois les premiers 
nodules : mais contrairement à ce qui a lieu chez le Pois, les tuber- 
cules ne sont pas sur le pivot ; ils apparaissent sur les radicelles 


et n’ont pas encore d’amidon; ce 4 août, je ne réussis à voir qu’une : 


petite portion de tissu amylifère tout à la base d’un tubereule et 
dans la partie qui le relie à la racine. 

Les nodules se rencontrent de plus en plus nombreux les jours 
suivants et toujours sur les radicelles. 

Le 12 août, sur des germinations ayant leur troisième feuille 
étalée, je constate que sur l’ensemble des radicelles d’un même 
pied, beaucoup ne sont pas infectées; par contre, quelques-unes 
en sont littéralement recouvertes. 

Ces tubercules renferment à ce moment une quantité notable 
d'amidon; on en trouve surtout dans les cellules des travées qui 
séparent la médulle en îlots irréguliers et aussi dans l’écorce, sur- 
tout vers la base. 

Les cellules parasitées, quelle que soit leur position, ne renfer- 
ment que la forme en bâtonnet ; la longueur va de 2 à 5 nu: si 
Von écrase un tubercule dans l’eau, les Bactéries sont si nom- 


— 125 — 


breuses qu’elles troublent l’eau : on voit tous ces éléments qui 
manifestent une agitation extraordinaire, dans laquelle le mou- 
vement ciliaire n'intervient nullement. 

Le 24 août, alors que la plante commence à former ses boutons, 
la plupart des tubercules ont perdu leur amidon : ce jour-là, je n’ai 
réussi à en trouver que sur un jeune tubercule développé sur le 
chevelu de base. 

Une observation faite à la fin de septembre, sur la plante ayant 
développé ses gousses, montre un changement dans l’aspect des 
tubercules dont le nombre peut atteindre une soixantaine par 
échantillon : ces tubercules sont devenus très gros et leur surface 
est sillonnée de lignes sombres, ce qui donne une apparence mar- 
brée; mais il ne s’est produit aucun SAP CRENE dans la forme et 
les de de la Bactérie, 

D.— Le semis de Sainfoin a été effectué le 127 septembre der- 
nier ; ce n’est que le 18 du même mois que je réussis à observer 
sur la racine principale un début de tuméfaction. 

La plantule possédait à ce moment ses deux premières feuilles, 
l’une unifoliolée et la seconde à trois folioles; la racine principale 
. atteignait déjà une assez grande longueur, mais ne portait que de 
rares radicelles. 

Cette racine possédait trois faisceaux ligneux se rejoignant au 
centre et formant ainsi un triangle : le liber comprenait quelques 
fibres sur un ou deux rangs, séparées du péricycle par une assise 
de. cellules libériennes. 

Le péricycle comprenait deux assises de cellules, sauf en face 
d’un faisceau libérien où ces cellules avaient proliféré en files 
assez régulières ; il s'agissait bien d’un début de tubercule ; c’est 
l’état le plus jeune que j’aie jamais rencontrée à ce stade; l’écorce 
n’avait encore subi aucune digestion, car le nombre des assises 
était de six sur toute la périphérie de la racine. 

Malheureusement, je n’ai pas vu sur ce début de tubercule, le 
filament muqueux qui avait provoqué la prolifération des cellules 
du péricycle; mais, Je l’ai retrouvé très net, le 6 octobre sur un 
jeune nodule porté par une radicelle à structure binaire : ce fila- 
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ment a été suivi depuis la surface du manteau jusqu’à linté- 
rieur du tubercule ; il commençait à se ramifier à partir de la 
troisième assise et cheminait entre les cellules, au lieu de les 
traverser en ligne droite, comme la chose se produit fréquem- 
ment. ; 

Ce semis n’a fourni, sur une cinquantaine de plantules que 
trois tubercules : cela est dû péut-être au fait que le Sainfoin 
est une Légumineuse des terrains calcaires, alors que le sol du 
jardin d’expérience est fortement siliceux. On pourrait aussi 
invoquer comme raison de cette pénurte des tubercules l’époque 
avancée de la saison, mais l’hypothèse est peu vraisemblable, alors 
qu'un semis de Faba vulgaris, fait à la mème date, fournissait de 
très nombreux tubercules. 

E.— Le Faba vulgaris constitue un matériel de choix pour toutes 
les questions se rapportant aux tubercules radicaux des Légu- 
mineuses ; il suffit d’une quinzaine de jours environ pour obtenir 
de belles plantules avec début de nodules sur le pivot de la racine : 
un mois après le semis, on dispose de plantules très vigoureuses, 
ayant sept ou huit entrenœuds { le système radiculaire est très 
développé et les radicelles sont couvertes de nodules à tous les . 
stades. 

Le semis ayant eu lieu le 17 septembre, je remarque quinze 
jours après, des tuméfactions très apparentes sur le pivot, à 
faible distance des cotylédons; les radicelles de premier degré 
étaient déjà assez nombreuses. 

La section de la racine, au niveau de ces tuméfactions, possé- 
dait cinq faisceaux et l'écorce de la racine comprenait une ving- 
taine d'assises : les tubercules étaient encore très jeunes et on 
commençait à faire la distinction entre l’écorce et la médulle. 
Le premier tubercule examiné avait déjà écrasé et digéré par- 
tiellement une douzaine d’assises de la racine-support, car il 
n’était séparé de l'extérieur que par six ou sept assises, sur les 
vingt qui auraient dû exister; ces assises écrasées forment à la 
surface du tubercule une sorte de zone pleine d’air. 


Les circonstances ont voulu que j'aie pu suivre le filament 
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muqueux d'infection sur une très grande longueur, depuis la sur- 
face du manteau jusque vers la base du tubercule : ses diverses 
ramifications étaient fort nettes dans toute la médulle. 

Dans un autre exemple, l’écorce-support possédait encore 
. une douzaine d'assises : là aussi, j'ai pu retrouver le filament 
initial d'infection et le suivre dans toute l'épaisseur de cette 
écorce où 1l commençait à se ramifier. 

Sur les autres jeunes tubercules, à cette date, l'épaisseur du 
manteau variait entre huit et douze ‘assises vers l'extrémité 
antérieure, alors que l'écorce de la racine-support en avait une 
vingtaine et plus. Il était relativement facile sur ces tubercules 
de retrouver le filament initial d'infection, en colorant simplement 
au bleu de méthylène, soit en coloration vitale, soit après fixa- 
tion; aux deux exemples cités plus haut, je pourrais en ajouter 
quelques autres. De ces observations, il résulte qu’il n'existe 
qu'un seul filament initial par tubercule; celui-ci traverse direc- 
tement les cellules ou circule par places dans les espaces inter- 
cellulaires : il se ramifie toujours à quelque distance de la surface. 

F, — Le Lupin blanc a été semé le 22 juillet et l'examen 
des jeunes plantules a eu lieu à partir du 17 août. 

Le premier tubercule n’a été recueilli que le 9 août ; il était situé 
sur le pivot; son. étude montrait qu’il avait pris naissance depuis 
plusieurs jours, car 1l formait déjà une sorte de tonnelet, dans 
lequel on distinguait le pied, la médulle gt son écorce. 

Dès le lendemain, sur six plantules arrachées, quatre étaient 
dépourvues de tubereules, la cinquième en avait un et la sixième 
en possédait deux. L’amidon n'avait pas encore fait son appari- 
tion; mais ces tubercules avaient digéré l’écorce qui faisait man- 
chon autour de leur base, comme s’il s'était agi d’une racine. 

Il semble, dans ces conditions, que le manteau du tubercule 


plus âgé est dû à une sorte de calotte corticale qui persiste au 


sommet du tubercule et se cloisonne par la suite. 

La racine-support possède une structure binaire et si le tuber- 
cule est situé le plus souvent en face d’un faisceau ligneux, il 
n’est pas rare d’en trouver qui sont opposés au Liber. 
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Le 11, je constate que la proportion des pieds contaminés a 
augmenté rapidement; sur trois pieds arrachés le 12, tous ont des 
tubercules sur le pivot au nombre d'une dizaine environ dont 
quelques-uns assez gros; je note pour la première fois l'apparition 
de l’amidon dans la médulle; il débute par des grains ayant 2 
à 3 u : les Bactéries en bâtonnets se voient facilement dans les 
cellules de base contaminées. 

Le 13, sur cinq plantules, deux sont indemnes; la troisième 
possède un tubercule; la quatrième en a trois et la cinquième 
qui possède six feuilles étalées, a également six tubercules sur la 
racine principale; les autres plantules n'avaient encore que 
quatre feuilles. | 

L'un des tubercules se trouvait exceptionnellement sur une 
radicelle à structure binaire dont l’écorce n’avait que quatre 
assises de cellules, c’est le plus jeune état que j'aie rencontré 
chez les Lupins. | 

Le 21 et le 24 août. je remarque dans les cellules parasitée 
d’assez nombreux Bactéroïdes mélangés aux Bactéries filamen- 
teuses : toutes les cellules, sauf dans la zone de croissance, ont 
de l’amidon. 

Ces tubercules, au moins quelques-uns d’entre eux, sont arrivés 
au début d'octobre à mesurer jusqu'à 15 millimètres sur 10 : 
ils entouraient la racine-support soit totalement, soit en partie 
seulement; la médulle est fragmentée en nombreux îlots et les 
cellules parasitées offrent toujours les mêmes Bactéries en bâton- 
nets et des Bactéroïdes plus ou moins ramifiés. 

Incontestablement, dans le Lupin blanc, comme dans les 
espèces précédentes, lPinfection bacillaire est très précoce; elle 
s'exerce sur la racine principale, sitôt qu’elle apparaît et se déve- 
loppe. 

G.— Le Lupin polyphylle,semé en même temps que le précédent 
s’est montré très peu favorable à l’observation de l’origine des 
tubercules; ceux-c1 sont très rares; le 14 août, sur cinq plan- 
tules examinées, une seule montrait un tubercule sur le pivot, à 
faible distance du collet; d’autres plantules furent arrachées les 
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jours suivants sans succès; le 1er septembre, je réussis à trouver 
un second tubercule: il renfermait de l’amidon dans la médulle 
et aussi vers la base dans l’écorce. 

Un autre semis ne m’a fourni en tout qu’une demi-douzaine de 
tubercules. 

On doit conclure de ces résultats que cette espèce de Lupin 
est assez réfractaire à l’infection bactérienne. 

Toutes ces cultures ont été réalisées dans un jardin dont le 
sol est argilo-siliceux et d’une fertilité moyenne; ce sol renfermait 
certainement en abondance les germes nécessaires à l’infection, 
puisque celle-ci s’est montrée extrêmement précoce. L'exemple 
du Vicia sativa est tout à fait suggestif à cet égard, car les pre- 
miers tubercules ont été visibles sept jours après le semis, 
presque en même temps que les premières radicelles. Il a donc 
suffi de trois ou quatre jours au plus, pour qu'une zooglée filamen- 
teuse s'organise à la surface de la racine principale, traverse 
toute son épaisseur, pour déterminer la prolifération des cellules 
péricycliques et la formation du jeune tubercule, tel qu’on le 
trouve au bout d’une semaine après le semis. 


II. — La nature des Tubercules et leur origine 


L'opinion de Van Tieghem sur la polystélie des tubercules 
semble justifiée par les faits que j’ai eu l’occasion d'observer sur 
un pied de Lupin blanc ; les radicelles étaient disposées, comme 
à l’ordinaire sur deux rangs et très rapprochées les unes des 
autres; à un certain niveau, 1l s'était produit une concrescence, 
sous forme de lame aplatie et courte,entre plusieurs d’entre elles : 
cette lame, au sommet, se divisait en plusieurs lobes atrophiés, 
correspondant chacun à une radicelle (pl. XXII, fig. 2). 


La structure de cette lame montrait un cylindre central, très : 


aplati lui-même; il était recouvert par une écorce normale com- 
prenant une dizaine d’assises dont l’extérieure portait des poils 
absorbants; le cylindre central était formé de nombreux fais- 
ceaux ligneux dont les uns à structure nettement centripète, 
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comme ceux d’une racine ordinaire ; les autres avaient leurs. 
vaisseaux étalés en une bande tangentielle ou groupés d’une 
façon quelconque; le liber, d’ailleurs mal délimité était placé soit 
entre le bois, soit plus extérieurement; faisceaux ligneux et fais- 
ceaux libériens entouraient une médulle à cellules polyédriques 
ou aplaties. Le cylindre central était limité par un endoderme 
nettement caractérisé: le péricycle était unisérié; mais en face 
de certains groupes ligneux, il avait multiplié ses cellules en trois 
ou quatre assises (pl. XXII, fig. 3-4). 

Sur l’un des côtés, une racine s'était déjà individualisée et à 
chacune des extrémités du cylindre central, on remarquait l’in- 
dice d’une séparation proche de deux autres racines. 

Cette anomalie nous fait entrevoir la vraie nature morpholo: 
gique des tubercules et montre combien la disposition des GER 
ments vasculaires importe peu 1ci. 

Pour arriver à la structure ordinaire des tubercules, en partant 
de ce cas de concrescence de racines ordinaires, 1l suffit d'admettre 
que le cylindre central s’est fragmenté ; autour de chaque frag- 
ment comprenant bois et liber, l’endoderme s’est replié avec le 
péricycle entourant complètemnt les vaisseaux; en même 
temps, l'écorce pénétrait dans les intervalles entourant chaque 
cordon lbéro-ligneux; ce que l’on connaît de certains Equisetum 
est en rapport avec cette hypothèse. 

Sur les racines ordinaires, la racine-mère ne se prolonge 
pas à leur surface; elle est simplement perforée par un phéno- 
mène de digestion, qui a été décrit très exactement par Van 
Tieghem et Douliot. ; 

Il en va autrement des tubercules; l’'endoderme de la racine- 
mère suit l'accroissement du tubercule et il en est de même d’une 
partie de l'écorce de cette même racine ; pour distinguer l’endo- 
_derme qui recouvre le tubercule de celui qui entoure les cordons 
Hbéro-ligneux, j'ai proposé le nom de voile, alors que j'ai SELS le 
nom de manteau au prolongement de l’écorce. 

Mais je me trouvais assez embarrassé par la position des fais- 
ceaux Où des stèles dans l’écorce des tubercules, alors que par 
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leur nature, ils auraient dû appartenir au cylindre central; l’ano- 
malie observée chez le Lupin blanc en fournit une explication 
vraisemblable. 

Cette anomalie m'a montré également qu’il ne fallait accorder 
qu’une importance très relative à la position du bois et du liber 
dans ces cordons lbéro-ligneux; ceux-ci appartiennent à trois 
types. 

Le premier qui est le plus répandu, répond à lastructure colla- 
térale avec bois centripète situé à l’extérieur, alors que le liber 
se trouve vers l’intérieur; tout autour, est le péricyele unisérié 
qui, par cloisonnement, donne parfois naissance à deux assises de 
cellules ; cet ensemble est limité par un endoderme complet; par 
une exception très rare, le bois est interne et le liber externe 
dans le Tetragonolobus siliquosus (pl. XI, fig. 1). 

Le second type, qui se voit particulièrement bien chez le 
Sarothamnus scoparius rappelle exactement la structure binaire 
d’un cylindre central de racine (pl. XXII, fig. 5); deux faisceaux 
kHgneux se rejoignent au centre et de chaque côté, il existe deux 
beaux faiseeaux libériens alternes à parois nacrées; il s’agit done 
bien 1c1 d’une stèle; la même disposition se rencontre également 
dans le Lotus corniculatus (pl. XVII, fig. 2); ces stèles peuvent 
d’ailleurs comme dans le Sarothamnus se trouver mélangées à 
quelques faisceaux collatéraux du premier type. 

Dans le troisième type, qui se rencontre dans le Haricot, 
le bois forme un ilot central qui est entouré par le Hiber; on a 
ainsi l’analogue d’un faisceau concentrique (pl. XVI, fig. 5). 

L'exemple fourni par les tubercules des Légumineuses prouve 
combien il est parfois difficile d'adapter la terminologie aux 
faits; on serait volontiers disposé à désigner sous le nom de stèles 
tous ces cordons libéro-ligneux et cependant, la définition de la 
stèle implique nécessairement l'existence d’un cylindre central à 
plusieurs faïsceaux. 

Si nous nous reportons au cas de fasciation du Lupan, il est 
facile de se rendre compte comment l’endoderme, en entourant 
les ilots ligneux et libériens du cylindre central, donne naissance 
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à des stèles binaires, à des faisceaux concentriques et à des fais 
ceaux collatéraux à bois externe ; pourquoi cette dernière dispo- 
sition est-elle la plus répandue? Sans doute s’est-elle fixée parce 
qu’elle était la mieux adaptée à la fonction conductrice dans les 
tubercules. 

Le bois, dans ces cordons libéro-ligneux, est constitué par des 
vaisseaux annelés, avec passage, dans certaines espèces, à des 
vaisseaux plus gros à ponctuation en fente, comme c’est le cas 
dans le Sarothamnus (pl. XXIIT, fig. 6). 

Le liber est, en général, formé par deux sortes d'éléments; les 
uns à membrane épaisse perdent leur cytoplasme de très bonne 
beure ; ils ont l'apparence de fibres courtes; les autres conservent 
longtemps cytoplasme, cytosomes et noyau et ne sont que des 
cellules libériennes allongées (pl. XI, fig. 1-2). 

L’épaisseur de l’écorce qui renferme ces cordons vasculaires, 
varie avec les espèces ét aussi les niveaux; elle est d'ordinaire de 
deux, trois ou quatre assises; parfois, elle en comprend une di- 
zaine ; elle est toujours plus épaisse äu niveau des faisceaux ou des 
stèles ; lorsque la médulle est fragmentée, ce qui est fréquent dans 
le Pois, le Haricot, le Lupin, etc., l'écorce se continue directe- 
ment entre les médulles secondaires. 

La médulle elle-même présente deux cas extrêmes, reliés entre 
eux par de nombreux Intermédiaires ; toutes ses cellules peuvent 
être parasitées comme dans les Lupins ou bien, elle renferme en 
proportion variable, des cellules dites intermédiaires sans trace 
de Bactéries et des cellules’ parasitées ou cellules spéciales; des 
cellules qui avaient tout d’abord le caractère de cellules. intermé- 
diaires, sont parfois envahies dans la suite par le parasite. 

L’hypertrophie des cellules contaminées offre également, selon 
les espèces, de très grandes différences ; peu accentuées dans ia 
médulle du Lupin, elle sont au contraire extrêmement grandes 
dans le Faba vulgaris, | Ereum, le Melilot, etc.; le diamètre ou la 
longueur de certaines de ces cellules atteint 100 x et davantage. 

Cette médulle est, dans sa forme générale, comme celle des tu- 
bercules eux-mêmes, sous la dependance des points de végéta- 
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tion; s’il n’en existe qu’un au sommet, elle reste plus ou moins 
cylindrique ou ovale; elle se prolonge dans les lobes, si le tuber- 
cule est ramifié à son sommet. 

Chez les Lupins, la médulle est d’abord hémisphérique; plus 
tard, la zone de croissance se localise suivant le contour de 
base; celle-ci s’élargit done beaucoup dans les tubercules âgés, 
Sans augmenter sensiblement en hauteur; comme les bords se 
recourbent du côté interne, la médulle finit par avoir l'aspect 
d’une coupe à concavité interne. De son côté, le tubercule est 
devenu, en correspondance avec la forme de la médulle, une sorte 
de croissant qui tend à entourer la racine-mère. | 


Le voile endodermique qui recouvre l’écorce du tubercule, est 


ordinairement facile à distinguer, d’abord aux épaississements 
caractéristiques de la membrane et aussi au contenu des cellules 
qui diffère de celui des cellules adjacentes; il se relie directement 
à l’endoderme de la racine-mère dont 1l n’est que le prolonge- 
ment. 

Quant au manteau qui recouvre le tubercule extérieurement 
au voile, 1l est difficile de donner des précisions à son sujet, telle- 
ment il diffère avec les espèces et aussi avec les niveaux, sans 
parler de l’âge des tubercules. - 

Fréquemment, l’écorce de la racine-mère, dans sa portion ex- 
terne forme manchon à la base des tubercules, alors que la zone 
corticale interne, au contact de l’endoderme, multiplie active- 
ment ses cellules et continue de recouvrir le tubercule au fur et à 
mésure qu’il s'accroît; le nombre de ses assises, provenant d’un 
cloisonnement tangentiel, atteint une dizaine dans certaines 
espèces. 

Ce qui complique cette structure du manteau, ce sont les diffé- 
rences qui résultent du fait que le tubercule, dont laccroisse- 
ment à produit la rupture en manchon de l'écorce externe de la 
racine, peut emporter avec lui, à son sommet des portions de 
cette écorce; les quelques assises de cellules ainsi soulevées se 
distingueront mal par la suite dans le manteau de la zone 


interne. 
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Si l’on considère que, dans une même espèce, les tubercules se 
forment aussi bien sur des radicelles à écorce mince que sur des 
racines à écorce épaisse, on se rend compte des complications qui 
interviennent dans la structure du manteau; elles sont heureu- 
sement sans grande importance. 

On admet avec raison, depuis Van Tieghem et Douliot, que les 
tubercules sont d’origine péricyclique comme les racines; mais 
alors que pour la naissance de celles-ci, on a multiplié les détails, 
nous sommes loin d’être aussi avancé en ce qui concerne les tuber- 
cules. 

La difficulté ici est assez grande, car rien n’annonce au dehors 
les premiers cloisonnements des cellules du péricycle pour la for- 
mation d’un tubercule; lorsqu'on réussit à observer une légère 
tuméfaction de la surface, le tubercule est déjà le plus souvent 
constitué par un massif arrondi d’une centaine de cellules. 

C’est là un des premiers états observés sur les germinations 
de Vicia sativa; les cellules du tubercule se relient en files aux 
cellules du péricycle; à ce moment, elles sont encore toutes sem- 
blables, du moins en apparence (pl XXV, fig. 6). 

Au point où le tubercule a ainsi pris naissance, l’écorce de la 
racine-mère n’avait plus qu’une épaisseur de sept assises de cel- 
lules, alors que cette écorce en avait partout ailleurs une dizaine; 
cela tient à ce que les deux ou trois assises de l’écorce au contact 
du tubercule se trouvaient écrasées. 

Lorsque le tubercule atteint le diamètre du cylindre central 
ou le dépasse quelque peu,on observe entre l’écorce et le tubercule 
une sorte d’enveloppe intermédiaire formée de deux ou trois as- 
sises de cellules remplies d’air; cette sorte de tissu aérifère tire 
son origine, semble-t-il, des céllules corticales touchant à l’endo- 
derme de la racine. 

C'est vers ce stade que j’ai réussi à différencier cinq ou six - 
cellules déjà contaminées occupant la base du nodule; la partie 
moyennèé ne montrait que des filaments d'infection assez 
nombreux et la calotte antérieure était formée de cellules en 
division sans aucune trace du parasite; au niveau de la partie 
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moyenne et de la portion basilaire, la médulle était nettement 
délimitée de l'écorce qui l’entourait. 

: Au moment où le tubereule recouvert de son manteau est de la 
grosseur même de la racine mère, tout en restant encore sphé- 
rique, ce manteau conserve encore tous les caractères de l'écorce 
de la racine; son épaisseur est de sept ou huit assises et l’exté- 
rieure porte des poils absorbants nombreux. 

Un peu plus tard, ce tubercule s’allonge en cylindre, de même 
diamètre que la racine elle-même et toujours enveloppé com- 
plètement par l’écorce de cette racine; On remarque seulement 
que là médulle est contaminée sur les deux tiers de sa base, au- 
dessous de la zone de croissance; les cellules se sont remplies de 
Bactéries et l’amidon y apparaît en couche pariétale, sous forme 
de grains d’amidon simples ou composés. 

Les choses se passent exactement de la même façon dans le 
Pois avec cette différence que le manteau n’a pas toujours une 
épaisseur aussi grande et que, d’assez bonne heure, l’écorce ex 
terne de la racine se rompt formant manchon, alors que l’écorce- 
interne seule clotsonne ses cellules et les multiplie de façon à 
suivre l’accroissement ultérieur du tubercule. 

Il en est de même à quelques détails près pour le Lupin blanc: 
dans cette espèce, de très bonne heure, on distingue nettement. 
deux parties; au sommet, la médulle et au-dessous.le pied qui la 
supporte et se relie directement au péricycle; dans la médulle, 
les cellules sont plus grandes et polyédriques; le pied est constitué 
par des assises superposées de cellules quadrangulaires qui, vers le 
haut, s’incurvent autour de la médulle pour l’entourer de son 
écorce: cette structure donne au jeune tubercule un aspect très ca- 

_ractéristique en tonnelet. | 

À partir de ce moment, on observe des variations assez nom- 
breuses ; tantôt l’écorce de la racine tout entière se rompt, for- 
mant manchon et le manteau semble provenir presque exclusi- 
vement d’une calotte de 5 ou 6 assises cellulaires recouvrant 
le point de végétation; tantôt enfin, la zone corticale joue son 
rôle ordinaire en recouvrant totalement le fubereule ; on y 
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trouve même à sa surface quelques cellules dissociées prove- 
nant de l’écorce externe de la racine. | 

J'ai retrouvé cette dernière structure très nette dans l’un des 
rares tubercules qui se développent sur le Lupinus polyphyllus. 

Dans les tubercules âgés des Lupins, ce manteau acquiert une 
épaisseur de sept ou huit assises de cellules recouvertes par deux 
ou trois assises de cellules à parois subériées, se dissociant par 
places et formant une couche noirâtre. 

En résumé, les tubercules naissent comme les racines; mais 
tandis que ces dernières s’accroisent par des initiales distinctes, 
les tubereules en sont dépourvus et le point de végétation à un 
accroissement limité; de plus, les tubercules restent toujours 
enveloppés par tout ou partie de l’écorce de la racine-mère, alors 
que, dans les racines, cette écorce livre passage à la radicelle qui, 
par digestion, la perfore et la détruit. 


III. — La structure histologique des Tubercules 


L'étude histologique de la cellule végétale comporte, ainsi que 
je l’ai montré dans ces dernières années, un examen particulier 
des trois formations distinctes et indépendantes qu’elle renferme 
et que plusieurs savants continuent encore, malgré l’évidence, de 
réunir au moins pour deux d’entre elles, sous le nom de chon- 
driome; ces trois formations sont le vacuome, le plastidome et le 
cytome. 

En donnant ce mémoire sur les tubercules radicaux des Légu- 
mineuses, je devais naturellement profiter de l’occasion pour 
appliquer ces idées encore nouvelles à la structure histologique 
de ces organes : c’est pourquoi j'examinerai ici successivement les 
caractères de ces trois formations. 


49 LE VACUOME 


On s’occupait assez peu jusqu'ici, en étudiant la structure cel- 
lulaïre, du système vacuolaire ou vacuome, de sa morphologie, de 
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son contenu et de l'importance que ce dernier peut avoir dans les 
échanges entre cellules; il en est différemment aujourd’hui depuis 
nos observations et celles de Pierre Dangeard (1). Ce ne sont pas 
seulement les botanistes qui cherchent à compléter et à étendre 
les nouvelles idées sur le vacuome, mais aussi de nombreux z00- 
logistes qui reprennent, à ce point de vue, l’étude de la cellule 
animale : à ceux-ci et malgré les très grandes difficultés du sujet, 
on peut prédire à coup sûr des découvertes intéressantes, 

Dans les tubercules des Légumineuses, 1l existe deux types 
principaux, reliés entre eux par de nombreuses transitions. 

Chez l’un, qui se rencontre dans le Pois, le vacuome des tuber- 
cules ne contient ordinairement, dans la plupart des cellules, 
qu'une solution colloïdale de chromatine ou chromidium très peu 
dense, alors que le cytoplasme, par contre renferme, une grande 
quantité d’amidon. 

Dans l’autre type qui est celui des Ereum, des Vicra, du Tetra- 
gonolobus etc., le chromidium est extrêmement dense dans les cel- 
lulles intermédiaires, les cellules corticales et l’endoderme; cette 
solution colloïdale se précipite sous l’actiondes colorants vitaux 
et aussi de plusieurs fixateurs comme le bichromate de K par 
exemple, en endochromidies nombreuses différentes de taille et 
d’aspects très variés, parmi lesquelles la forme sphérique domine ; 
ces endochromidies sont en somme des grains d’aleurone produits 
artificiellement, maïs néanmoins comparables à ceux des graines; 
les tubercules, dans ce type de vacuome, renferment donc, comme 
les graines des Lentilles, une grande quantité d’albumine. 

Le chromidium est encore très albuminifère dans les Trèfles 
et les Haricots; il m’a paru moins riche en aleurone dans le 
Lotier, le Melilot et la Fève qui forment la transition vers le 
type du Pois. 

On peut dire qu’en général les cellules de lendoderme, soit 
celles du voile,soit celles qui entourent les cordons libéro-ligneux, 
sont, chez toutes les espèces, riches en métachromatine; elles ren- 


1. Pierre Dangeard, Recherches de Biologie cellulaire. Evolution du système 
vacuolaire chez les végélaux. (Le Bolaniste, série XV, 1923). 
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ferment un chromidium dense qui se précipite en endochromidies 
ordinairement assez grosses et sphériques (pl. IV, fig. 2, pl. XIV, 
fig 4); cette nature constante du vacuome de l’endoderme pour- 
rait bien avoir une signification physiologique qu’il serait intéres- 
sant de chercher à préciser. | 

Lorsque le chromidium est très dense, comme chez les Ervum 
(pl. XIV, fig. 6), les endochromidies précipitées offrent les aspects 
les plus variés; on y rencontre dans des cellules voisines des 
formes arrondies, des formes étoilées ou en rosette et parfois de 
longs cordons sinueux et ramifiés; l’hématoxyline ferrique fait 
apercevoir dans ces cordons, un axe coloré en noir et entouré 
d’une enveloppe presque incolore. Il est à remarquer aussi que les 
cellules corticales et les cellules intermédiaires adjacentes pos- 
sèdent un chromidium qui, bien qu’étant très dense, n’est pas 
précipité en endochromidies; il reste presque homogène, conserve 
une teinte jaunâtre ou brune, alors que les endochromidies de 
l’'endoderme et celles des cellules intermédiaires plus profondes 
ont, avec la méthode d’Heidenhain, une belle couleur noire; les 
cellules parasitées ne sont pas dépourvues entièrement de chromi- 
dium dans leur grande vacuole centrale, mais celui-ci est peu 
dense et précipite en une sorte de réseau plus ou moins flocon- 


neux. 


Dans le Tetragonolobus siliquosus, les choses se passent à peu 
près de la même façon, avec des endochromidies souvent très 
grosses, dont les unes sont sphériques, les autres en rosette ou 
encore en masses irrégulières mamelonnées (pl. X, fig. 6-10); 
de couleur noire après l’hématoxyline ferrique, elles prennent 
diverses teintes avec les doubles colorations ; ainsi, en traitant les 
préparations par la safranine assez longuement et ensuite très 
rapidement au bleu de méthylène, les cellules parasitées sont 
rouges, alors que le chromidium est bleu qu’il soit ou non préci-. 
pité; après fuchsine acide et bleu de méthylène, la coloration 
du chromidium est verdâtre, teinte que prennent aussi les cel- 
lules parasitées avec Bacilles jeunes. 

Les Ervum se prêtent admirablement aux colorations vitales 
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à cause de l’abondance de la métachromatine dans le vacuome 
de leurs tubercules; c’est ainsi qu’en employant le-rouge neutre, 
J'ai obtenu une très belle coloration lie de vin du chromidium 
non précipité, coloration indiquant une réaction acide. du va- 
cuome; la précipitation en endochromidies ne se produisait que 
dans l’endoderme et quelques cellules du manteau (pl. XIV, 
fig. 6). 

Les Vicia fournissent également un bon exemple de formations 
chromidiales en rubans mamelonnés (pl. XII, fig. 4). 

Les Lotus m’ont offert un cas intéressant : ainsi les cellules cor- 
ticales d’un tubercule, cellules qui renfermaient peu d’amidon, 
avaient au contraire de nombreuses endothromidies, couleur 

le de vin dans leur vacuome; par contre, des cellules intermé- 
diaires qui contenaient de nombreux grains amylacés n’avaient 
qu'un vacuome très pauvre en métachromatine (pl. XVIII, 
flo. 7,:A). 

Il ne faudrait cependant pas trop généraliser cette remarque, 
car j'ai constaté dans un Trèfle violet que des cellules renfermant 
beaucoup d’amidon, avaient cependant un chromidium riche 
en métachromatine. : 

De même que l’amidon, la métachromatine du vacuome dis- 
parait en grande partie dans les tubercules âgés; elle se rend 
sous une forme ignorée jusque dans les graines, où elle contri- 
buera à assurer la réserve aleurique de ces graines. 
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20 LE PLASTIDONE 


Le plastidome, dans les tubereules des Légumineuses, un peu 
sans doute du fait que dans les conditions ordinaires les plastes 
ne se transforment jamais en chloroplastes, est toujours assez 
difficile à mettre en évidence et à séparer des éléments du cytome ; 
une autre difficulté provient de ce que ces derniers éléments sont 
ordinairement très chromatiques, alors que les plastes le sont 
peu et ne deviennent faciles à distinguer qu’au moment de leur 
transformation en amyloplastes. 
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Dans les cellules en prolifération du jeune tubercule, les cel- 
lules sont riches en cytoplasme et les noyaux s’y divisent active- 
ment;ilen est de même dans la zone de croissance des tubercules 
plus âgés, autrement dit, dans le point de végétation. 

Bien que l’on puisse avancer, sans crainte d’erreur, que toutes 
ces cellules renferment des plastes, ceux-ci ne se voient bien que 
dans les meilleures préparations (pl. VI, fig. 1) et comme en géné- 
ral, ils sont peu chromatiques, on pourrait les confondre avec 
de petites vacuoles, si l’on n’était familiarisé avec la nature des 
différents états du vacuome (pl. VIII, fig. 2). 

Il m'a paru que cet état particulier des plastes et aussi des 
cytosomes n’était pas sans une relation directe avec la divi- 
sion nucléaire; les noyaux en division accaparent une grande 
quantité de chromatine pour la formation des chromosomes, et 
cette chromatine pourait bien provenir des plastes et des cyto- 
somes; dans les cellules plus âgées, arrivées à un stade de repos, 
cette chromatine serait susceptible, au contraire, de s’accumuler 
à l’intérieur des plastes et surtout des cytosomes. 

La transformation des plastes en amyloplastes et finalement 
en grains d’amidon peut-être suivie facilement dans les jeunes 
tubercules du Pois, du Trèfle, du Lotier, ete. (pl. IT, fig. 4 ; 
pl. IV, fig. 2; pl. XVII, fig.6); elle débute à une certaine distance 
du point de végétation, là où les cellules commencent à avoir 
leur cytoplasme envahi par les Bactéries. 

Cette transformation est extrêmement rapide.et elle est en tout 
semblable à celle qui a été décrite maintes fois dans les organes 
normaux de la plante; tige, feuille ou racine, ce qui me dispense 
d’y insister. 

Le plaste, à ce moment est devenu chromatique et par consé- 
quent plus distinct; dans les préparations colorées à l’hématoxy- 
line ferrique, une petite sphérule incolore apparaît à l’intérieur du 
plaste; celle-ci ne tarde pas à envahir l’intérieur du plaste qui ne 
présente bientôt plus qu’une mince couronne colorée en noir 
ou même ur simple croissant, qui finissent eux-mêmes par dis- 
paraître; c’est le grain d’amidon dont le volume est devenu en 
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général bien supérieur à celui du plaste; ce grain d’amidon est un 
grain simple. 

Mais fréquemment, il se produit aussi des grains composés ; 
des plastes, un peu plus gros, montrent à leur intérieur deux, 
trois ou quatre sphérules qui deviendront autant de grains d’ami- 
don qui resteront associés en un grain composé; parfois, le nom- 
bre des grains ainsi formés dans un même plaste, 2st beaucoup 
plus élevé et comme ces grains peuvent se dissocier plus tard, on 
est frappé de la disproportion qui existe alors entre la quantité 
d’amidon qui remplit une cellule et ie nombre des plastes qu’elle 
contenait. 

Dans la transformation des plastes en amidon pour une même 
cellule, la marche du phénomène n’est pas régulière; tous les 
stades du développement peuvent s’y rencontrer à la fois. 

Lorsqu'on examine au moyen de la solution iodée, la zone où 
apparait Pamidon, on est frappé de la petitesse de certains grains 
-et on serait facilement conduit à en conclure que les plastes ont 
une taille inférieure à celle des cytosomes. Il ne faut donc pas 
oublier le mode de naissance du grain lui-même sous forme 
d’une sphérule très petite au début; l’erreur est d'autant plus 
excusable que, dans nombre de plantes, c’est le plaste tout entier 
qui S’umprègne de la substance amylacée. 

Si l’on suit l’évolution de l’amidon dans les tubercules, voici ce 
que l’on peut constater et qui répond à un schéma général; le 
très jeune nodule, comme nous le savons déjà, n’en renferme 
aucune trace et il en sera toujours de même de la zone de crois- 
sance s'étendant jusqu'aux cellules venant d’être contaminées 
par les filaments muqueux. 

Dans les nombreuses observations que j'ai faites sur des ger- 
minations de Vicia, de Haricot et de Pois, c’est seulement vers 
le treizième ou quatorzième jour après le semis, que J'ai pu aper- 
cevoir des grains d’amidon dans les cellules qui occupent la base 
de la médulle ; ce sont aussi celles qui, ls premières, ont reçu 
la visite des Bactéries; il n’est pas douteux cependant, étant 
donné la quantité d’amiden existant dans certains de ces 
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jeunes tubercules que apparition de l’amidon peut-être plus 
précoce encore de quelques jours. Désormais, la zone amylifère 


va s'étendre au fur et à mesure que de nouvelles cellules pro- 


venant de la zone de croissance seront contaminées à leur tour. 

Dans cette région amylifère, les grains d’amidon sont d’ordi- 
naire disposés en une couche pariétale aussi bien dans les cellules 
intermédiaires que dans les cellules parasitées et cela tient à ce 
que, dans ces cellules, le cytoplasme renfermant les plastes est 
lui-même pariétal; mais cette disposition peut se trouver modi- 
fiée dans les cellules intermédiaires dont la cavité est parfois 
remplie de gros corpuscules d’amidon pressés les uns contre les 
autres, comme il arrive pour le Pois. | 

La disposition initiale en une ou plus rarement plusieurs 
assises pariétales se trouve au contraire conservée dans les cel- 
lules parasitées; la masse de Bactéries qu: envahit la cellule, 
maintient les grains d’amidon au contact de la membrane, jus- 
qu’au moment ou ceux-c1 vont disparaitre à la suite d’une diges- 
tion due sans nul doute à l’action du parasite. 

Il va se produire de la sorte vers la base du tubercule et par 
des transitions insensible une troisième zone dans laquelle l’ami- 
don manque où se trouve en très faible quantité. 

Cette structure du tubercule dure tant que la zone de, crois- 
sance fonctionne; si elle cesse, comme dans les tubercules âgés, 
la zone amylifère finit par perdre son amidon comme la chose s’est 
produite auparavant dans la zone de base; aucune distinction 
de ce fait n’existe plus entre la zone moyenne et la zone de base. 

Il est bien rare cependant que, même dans les tubercules âgés 
et surtout dans ceux qui se ramifient en lobes distincts, que toute 
activité ait cessé ; on s’explique ainsi que l’on retrouve parfois 
jusqu’à la fin, des plages où des régions amylifères; lors de la des: 
truction de ces tubercules, le sol recoit ainsi une quantité variable 
d’amidon qui n’aura pas été utilisée par la plante. 

Il en est de même d’ailleurs d’un nombre plus ou moins grand 
de cellules parasitées, dans lesquels la masse des Bactéries s’est 
conservée indemne de toute digestion; ces cellules en se détrui- 
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sant, rendent au sol des millions de Bactéries qui constitueront 
autant de germes pour les infections futures. 

L’amidon existe non seulement dans les cellules de la médulle, 
mais aussi dans les cellules de l'écorce; si cette écorce est épaisse, : 
les quelques assises au contact de la médulle en sont seules pour- 
vues, alors que les assises plus extérieures n’en possèdent pas 
ou très peu; on peut en rencontrer aussi dans les cellules du péri- 
cycle et très exceptionnellement, il semble, dans les cellules de 
l’endoderme. : 

Il est rare que les cellules du manteau soient amylifères; tou- 
tefois, on en trouve parfois en quantité appréciable, soit à l’ex- 
trémité antérieure, soit sur les côtés. 

Dans les jeunes tubercules du Pois et cela m’a paru assez géné- 
ral, les cellules de l’écorce entourent la base de la médulle d’une 
sorte de cupule riche en amidon et dont les bords dépassent 
même légèrement la zone amylifère de cette médulle; dans le 
Haricot, J'ai même constaté que ces cellules corticales de base 
montraient de l’amidon avant les cellules de la médulle ; cette 
région amylifère de base peut se prolonger jusque dans la région 
du péricycle de la racine-support. 

Il est bien rare que la racine qui produit les tubercules soit 
riche en amidon; elle en est le plus souvent dépourvue ou n’en . 
possède qu'une très faible quantité. 

Aussi est-il intéressant de signaler une exception à cette règle, 
exception que j'ai rencontrée chez les Lotus et les Lathyrus. 

Dans le Lotus corniculatus, il existe de nombreuses racines ad- 
ventives qui se développent sur les diverses branches souter- 
raines du rhizome ; toutes les cellules corticales sont remplies 
d’amidon (pl. XXVIL, fig. 3). On peut constater l’existence de cet 
amidon sur de grandes longueurs et jusqu’à la pointe qui, étant 
en voie de croissance, en est dépourvue. L'abondance de l'amidon 
est telle, ‘que l’écorce, sous l’influerce de la solution iodée, RAA 
entièrement noire. 

Il en est de même chez le Lotus uliginosus (pl.XXVIT, fig. 7-9). 
Mais la quantité d’amidon qui se trouve dans les cellules corti- 


cales m'a paru un peu plus faible que dans l’espèce précédente. 

J'ai retrouvé cette propriété chez le Lathyrus pratensis (PI. 
XXV, fig. 9) dont le rhizome est semblable à celui des Lotus. 
Lorsqu'on examine une section de racine au niveau d’un tuber- 
cule, on constate qu’une zone corticale interne, épaisse de six ou 
sept assises de cellules, est entièrement noire d’amidon, alors 
que la zone externe qui comprend trois ou quatre assises, reste 
incolore, avec la solution iodée; des racines incolores prises à un 
niveau quelconque, possèdent également de l’amidon dans 
leur écorce interne; maïs il est moins abondant qu’au voisinage 
des tubercules. | 

On serait évidemment tenté d'attribuer cette production 
abondante d’amidon que nous venons de constater dans ces 
racines, à l’action des tubercules et de leur parasite : mais le fait 
que cet amidon existe chez des racines qui ne portent aucun 
renflement doit rendre naturellement très circonspect. 

Le mode de disparition de l’amidon dans les tubercules ne 
semble pas correspondre à un seul type. 

Celui qui m’a frappé tout d’abord, a été observé chez le Tetra- 
gonolobus siliquosus dans des tubercules agés : 11 existait à ce 
moment, dans les cellules intermédiaires et les celiuies de l’écorce. 
Chez quelques rares grains d’amidon très gros, pour la plupart, la 
digestion avait commencé par l’intérieur, de sorte que l’on trou- 
vait tous les passages entre des grains entiers et d’autres ré- 
duits à une très mince pellicule plus ou moins fripée (PI. XI, 
fig. 6). 

Or, j'ai vu, par la lecture du mémoire de Vuillemin, que Land- 
strom avait déjà cru remarquer que les grains d’amidon des 
tubercules se creusaient par une dépression de leur surface qui, 
allant en s’agrandissant, les faisait ressembler à un petit spo- 
range ; il supposait même que l’excavation était produite par 
des Bactéries qui s’y trouvaient nichées. 

‘Comme les grains d’amidon en digestion du T'etragonolobus se 
trouvaient dans des cellules non parasitées, l'explication de ce 
savant ne saurait être acceptée et on en est réduit à penser que, 
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chez cette plante, la partie-centrale du grain est plus facilement 
et plus rapidement attaquée par la diastase que le reste du cor- 
puscule. 

ILest certain que la nature du grain d’amidon peut varier beau- 
coup du centre à la périphérie ; c’est ainsi que sur des tubercules 
de Pois, pris sur des échantillons en fleur, j'ai observé, à l’aide de 
la solution iodée que le centre se colorait en bleu, alors qu’une 
enveloppe extérieure d'épaisseur variable, mais très nettement 
délimitée, avait une teinte rougeâtre. 

Si l’on voulait rattacher ce mode de digestion au précédent, il 
faudrait admettre que la partie centrale bleue se trouve ulté- 
rieurement transformé en amidon soluble. 

Dans la plupart des espèces, on ne rencontre pas les mêmes 
difficultés; sans doute, on n’observe pas cette corrosion et ces 
fissures du corpuscule qui semblent caractériser d’après les no- 
tions classiques, la marche de la digestion sous l’influence de la 
diastase. 

Mais on assiste, en particulier dans les cellules parasitées, à 
une réduction progresive du grain d’amidon, quelque soit sa 


grosseur, à l’état de simple disque dont l'épaisseur se réduit de 


plus en plus jusqu’à disparition complète. 

Cette digestion de l’amidon, par un amineissement progressif 
des grains quise trouvent réduits à l’état de plaquettes irrégu- 
lières, de disques minces, est un phénomène très général, mais 1l 
est difficile de dire ce qu’il devient et sous quelle forme :l est 
utilisé par la plante. 

On peut supposer et l'hypothèse est très vraisemblable que les 
produits de transformation se combinent en partie avec azote 
empruntéà l’airatmosphérique par les Bactéries; les albuminoïdes 
qui en résultent passent ensuite dans les organes végétatifs de la 
plante et surtout dans ses organes reproducteurs, fruits et graines. 

Mais il pourrait très bien arriver que la quantité d’azote fixée 
par les Bactéries fût insuffisante pour utiliser tout l’amidon en 
digestion. 

C’est ainsi que j'ai eu l’occasion de faire une vbservation très 
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curieuse sur les tubercules de l'£reum hirsutum au milieu de sep- 
tembre 1925 : la plante avait formé ses graines et se trouvait 
presque desséchée : néanmoins, certains tubercules renfermaient 
encore beaucoup d’amidon dans l'écorce et dans les cellules inter- 
médiaires ; les Bactéries des cellules parasitées étaient à l’état 
de sphérules (pl. XXIV, fig. 6). 

Or, la section de la racine qui portait ces tubercules, avait aussi 
de Pamidon et beaucoup des cellules de l’écorce avaient leur ca- 

ité entièrement remplie d’un suc cellulaire bleuissant par l’iode; 
il en était de même de tous les éléments du péricycle et de la zone 
génératrice. 

Ce cas est à rapprocher de ceux dans lesquels j’ai observé que, 
dans certains tubercules, les noyaux se coloraient en bleu par 
l’iode, comme s’ils étaient imprégnés d’amidon soluble : il en 
était de même parfois des vacuoles. 

On pourrait donc admettre, en particulier dans l’exemple de 
l'Ereum hirsutum, que si l’amidon ne trouve pas son utilisation 
complète par la plante, il peut rester dans le tubercule et la 
racine à l’état d’amidon soluble dans la cavité cellulaire. 


930 LE CYTOME 


Le cytome est la formation qui comprend des éléments cellu- 
laires chromatiques, n’ayant aucun lieu de parenté avec les 
plastes et que J’at désignés sous le nom de cytosomes : beaucoup 
d'auteurs réunisent encore plastes et cytosomes sous le nom 
général de chondriosomes ou encore de mitochondries; mais le 
souci de la précision scientifique exige que des éléments qui se 
développent à travers toutes les générations en deux séries 
parallèles, sans jamais se confondre, portent des noms diffé- 
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Les quelques auteurs qui ont ‘étudié la structure histolo- 
logique des tubercules radicaux des Légumineuses, n’ont pas 
fait la distinction entre les plastes et les cytosomes; 1ls ne cher- 
chaient qu'à comparer mitochondries et Bactéries, pour savoir 
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s’il fallait rapprocher ces éléments les uns des autres ou au con- 
contraire les séparer complètement. 

L'étude du plastidome et celle du cytome des tuberecules 
étaient donc à peine ébauchées au moment où j'ai commencé ces 
recherches : aussi, me suis-je efforcé d'étendre mes observations 
sur un grand nombre d’espèces. 

S1 l’on examine un tubereule jeune, il est facile de constater, 
après fixation au liquide de Regaud ou au liquide de Laguesse, 
que la plupart des cellules contiennent de nombreuses cytosomes : 
ceux-ci se colorent. en noir foncé par l’hématoxyline ferrique; ils 
sont très petits, à contour sphérique (sphérosomes) ou mélangés 
à des formes en bâtonnets (mitosomes). 

| Certaines espèces, comme les Haricots (pl. XV, fig. 5-11) les 
Fèves, les Lotiers, les Trèfles (pl. IV, fig. 2) les Lupins, les Meli- 
lots, se prêtent admirablement à l’observation du cytome. 

Toutefois, lorsqu'il s’agit du point de végétation et de la zone 
de croissance, il faut de très bonnes préparations à l’'hématoxyline 
lerrique, suivies ou non d’une coloration à la safranime, à l’éosine 
ou au violet de gentiane pour apercevoir les cytosomes. En effet, 
dans ces cellules, le cytoplasme est abondant et dense, simplement 
creusé de quelques vacuoles; ilest plus ou moins chromatique, de 
de sorte qu’il faut une régression très réussie qui puisse permettre 
la distinction des cytosomes; ils sont nombreux et dispersés dans 
le cytoplasme. 

La difficulté m'a paru plus grande encore lorsqu'il s’agit des 
cellules avec noyau en division; sans doute, voit-on encore parfois 
dans ces cellules, quelques corpuscules noirs qui appartiennent 
incontestablement au cytome et qui sont disposés d’une façon 
quelconque (pl. IV, fig. 2) mais on ne peut manquer d’être frappé 
de la différence qui existe dans les mêmes préparations entre. ces 
cellules en divisions et toutes les autres; dans ces dernières les 
cytosomes sont partout très nombreux et très visibles. 

J’attribue le fait, non à l’absence ou au moins grand nombre des 
cytosomes dans ces cellules en division, mais à la disparition de 
la chromatine de ces éléments ; cette chromatine doit émigrer 
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dans le noyau pendant la mitose pour assurer la formation des 
chromosomes; c’est la conclusion à laquelle je suis arrivé égale- 
ment en ce qui concerne les plastes. 

Mais partout ailleurs, sauf dans les vaisseaux ligneux et les cel- 
lules fibreuses du liber, où les cytosomes disparaissent de très 
bonne heure, on trouve ces éléments en grande quantité et très 
nettement visibles; cellules de lécorce, cellules intermédiaires, 
cellules péricycliques, cellules libériennes (pl. VIT, fig. 1, 3, 4) 
et cellules parasitées, tout au moins au début de l’envahisse- 
ment par les Bactéries (pl. XV, fig. 5-11). 

J'ai réussi à suivre cet envahissement des Bactéries dans beau- 
coup d’espèces et constaté que rien n’est plus facile que de dis- 
tinguer cytosomes et bacilles dans une même cellule, malgré les 
ressemblances qu’ils présentent entre eux comme taille et colora- 
bilité. 

Au moment où les rameaux muqueux abandonnent à leur extré- 
mité les Bactéries au voisinage du noyau, celles-e1 ont la forme de 
petits bâtonnets qui vont se multiplier rapidement, envahissant 
‘les trabécules eytoplasmiques et la couche pariétale de cyto- 
plasme; au contraire, dans ces mêmes cellules, les cytosomes, 
comme les noyaux, ont cessé de se diviser et leur nombre n’aug- 
mentera plus dans ces cellules (pl. VI, fig. 8, pl. VIII, fig. 1-3); 
tous, presque sans exception, ont pris la forme sphérique qu'ils 
conserveront désormais; 1ls sont encore, au début, dispersés dans 
le cytoplasme, isolés ou groupés par deux ou davantage; un peu 
plus tard, après la fusion de ces vacuoles en une seule, ils sont tous 
réunis sous la membrane. Dans la couche pariétale, ils accumulent 


alors de la chromatine, augmentent sensiblement de volume; 


on les retrouvera fort longtemps entre la masse des Bactéries et 
la membrane; ils ont conservé l'apparence de petites billes, alors 
que les Bactéries ont subi d’ordinaire une notable élongation; il 
en est de même pour les cellules intermédiaires (pl. IV, fig. 7-8). 

La question soulevée par les partisans de la nature identique 
des « mitochondries » et des bacilles ne se pose plus à l’heure 
actuelle. 


Le moment où les cytosomes cessent de se diviser et prennent 
leur forme sphérique définitive, n’est d’ailleurs pas exacte- 
ment le même pour tous; de même qu’il se trouve encore quelques 
mitoses des noyaux dans la région contenant les filaments 
muqueux d'infection, de même y rencontre-t-on également par” 
fois des cytosomes en division. 

La chose se produit chez les jeunes tubercules de Haricot. Dans 
la région en question, les cellules contenaient beaucoup de cyto- 
somes allongés en fins bâtonnets ; nulle part ailleurs, je n’ai vu, 
avec plus de netteté, la transformation de ces bâtonnets en 
{haltères » (pl. XV, fig. 5-6, C); les deux renflements terminaux 
se séparaient par disparition d’une sorte de pont qui était devenu 
presque achromatique. En ce qui me concerne, je n’ai donc pas 
le moindre doute sur la multiplication des cytosomes par simple : 
bipartition ; mais je suis persuadé que cette division cesse à peu 
près en même temps que la division nucléaire et la multiplication 
des cellules ; c’est aussi approximativement à ce stade, que débute 
la transformation des plastes en amyloplastes et le phénomène a 
été observé avec une très grande facilité dans le Phaseolus. 

Malgré leur aspect en bâtonnet, les mitosomes ne pouvaient 
être confondus avec les quelques Bactéries qui commencaient, 
dans quelques cellules, à se répandre dars le eytoplasme; celles-ci 
avaient des dimensions très nettement supérieures (pl. XV, 
fig. 7-8). 

Il ne faudrait pas croire que les cytosomes manquent dans les 
cellules du manteau et dans les cellules endodermiques ; à la vérité, 
on ne les y distingue plus en général chez les tubercules âgés, 
mais, lorsqu'il s’agit de tubercules jeunes (pl. IV, fig. 2; pl. VIT 
fig. 4), on les rencontre là comme ailleurs : les sphérosomes des 
cellules du manteau restent très petits et sont fréquemment 
mélangés à des mitosomes; quant aux cellules intermédiaires, 
aux cellules corticales, aux cellules péricycliques et cellules 
libériennes, elles conservent fort longtemps et Jusque dans les 
tubercules âgés, leur cytome intact (pl. IIT, fig. 6-9). 

Le Lupin blane offre un excellent sujet d'étude à ceux qui 
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. désirent se familiariser avec la distinction entre mitosomes et 


mitoplastes ; pour cette distinction, l’emploi de l’hématoxyline 
ferrique, combiné avec une coloration rapide à la safranine, est à 
recommander. On peut réussir ainsi à obtenir de beaux mito- 
plastes entièrement noirs à côté de mitosomes colorés en rouge. 

Sur de très jeunes tubereules et vers la base, les stèles possèdent 
autour des vaisseaux ligneux, un ensemble d'éléments dont les 
uns de nature péricyclique et les autres de nature libérienne qui 
renferment des corpuseules chromatiques d'aspect varié; parmi ces 
éléments, il y a lieu de distinguer les plus gros qui sont des plastes; 
beaucoup affectent la forme de gros cordons contournés, sinueux, 
plus rarement droits; les uns, très longs, sont minces et présentent 
des renflements à leurs deux extrémités ou en un point quelcon- 
que; à l’intérieur des renflements, se trouve parfois une sphérule 
d’amidon; d’autres, plus épais, conservent un même diamètre; 
quelques-uns sont pyriformes; d’autres enfin, constittert un 
amas chromatique à contour irrégulier; à cette description, on a 
reconnu les fameux chondriocontes et les mitochondries des 
auteurs (pl. XXVII, fig. 4-5). 

Mais d’autres éléments également chromatiques, plus nom- 
breux, se trouvent à côté des premiers; ils sont plus petits, la 
plupart sont arrondis en sphères, mais un plus ou moins grand 
nombre s’allongent aussi en filaments; ces filaments conservent 
en général le même diamètre sur toute leur longueur; ce sont les 
cytosomes; les mitosomes ne produisent jamais d’amidon et ne 
présentent avec les mitoplastes aucun lien génétique. 

Faut-11 donc continuer avec les chondriomistes à confondre 
indifféremment sous le nom de mitochondries et de chondrio- 
contes ces divers éléments? Ou n'est-il pas préférable, alors 
même que, dans certaines cellules, il n’est pas toujours facile de 
classer certaines formes d’aspect intermédiaire, d'adopter une 
terminologie qui tienne compte de l'indépendance des deux for- 
mations et de leur rôle différent ? Cette dernière solution est celle 
que j'essaie de faire prévaloir, parce que je la crois seule logique 
et exacte. 
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En résumé, le eytome des tubercules des Légumin uses est très 
riche en eytosomes; ceux-ci se multiplient tant que les cellules de 
la zone de croissance se divisent; à ce moment, on trouve des 
formes en bâtonnet, mélangées aux formes arrondies. 

Plus tard, les cytosomes passent à l’état de repos; ils ont 
augmenté de grosseur et ressemblent à de petites billes extrême- 
ment chromatiques; ils sont situés dans la même couche de cyto- 
_ plasme qui tapisse la membrane, chez les cellules intermédiaires, 
les cellules de l’écorce et aussi chez les cellules parasitées (pl. XVI, 
1-4, 6); plus rarement, ils semblent distribués irrégulièrement 
au milieu des grains d’amidon (pl. XIX, fig. 8-9). 

On peut affirmer que les cytosomes persistent dans les e2l- 
lules tant que celles-ci restent vivantes et il est particulièrement 
remarquable de les retrouver, en même temps que le noyau, dans 


de grandes cellules hypertrophiées remplies de Bactéries (pl. XVI, : 


fig. 1-4); la chose surprend encore davantage, lorsqu'on constate 
leur présence dans des cellules parasitées dont les éléments bacté- 
riens sont en partie digérés (pl. VIT, fig. 1) ou sont au dernier 
terme de leur évolution (pl. III, fig. 9). 

La mise en évidence des cytosomes ne présente d’ailleurs au 
eune difficulté sérieuse: les colorations à l’hématoxyline ferriqte 
après fixation au liquide de Regaud ou au liquide de Laguesse 
suffisent amplement. Comme la transformation des plastes en 
amyloplastes et grains d’amidon à lieu de très bonne heure, à 
la base de la zone de croissance, il en résulte qu'aucune confusion 
n’est possible entre plastes et cytosomes, au-dessous de cette 
zone: les chondriomistes seraient certes bien embarrassés pour 
justifier leur thèse dans le cas présent. 

On peut obtenir de belles préparations également avec la fus- 
chine acide et le bleu de méthylère; les cytosomes sont colorés 
en rouge alors que les grains d’amidon restent parfois tentés 
en beau bleu. 

Il ne me semble guère douteux que les cytosomes ont, dans 
leurs attributions, un rôle dans la fixatior ou la production de la 
chromatine; ils cèdent cette chromatine aux chromosomes daps 
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la caryocinèse et lorsquedes cellules, comme ici, ont perdu la pro- 
priété de se diviser, ils accumulent cette chromatine en augmen- 
tant sensiblement de volume. 


IV: — L'ÉVOLUTION NUCLÉAIRE 


Sous ce titre, j’examinerai les principales modifications que 
subit la structure des noyaux dans les cellules des tubercules 
sous l'influence des Bactéries. 

Constatons d’abord ce fait extrêmement remarquable de la 
résistance des noyaux à la pénétration des Bactéries; alors que 
celles-ci envahissent le cytoplasme, après avoir traversé 12s mem- 
branes sous la forme de zooglée filamenteuse, elles restent tota- 
lement incapables de franchir cette mince paroi qui les sépare de 
la cavité nucléaire. 

Cette règle est tellement absolue que jamais, dans aucune 
espèce, je n’ai constaté la présence d’une seule Ba=térie à l’inte- 
rieur des noyaux chez les cellules parasitées ; cependant ces 
noyaux sont entourés au contact et parfois déformés par la 

masse compacte des éléments bactériens. 
On peut prendre comme point de départ, pour suivre l’évolu- 
tion nucléaire, la structure des noyaux dans le point de végéta- 
tion des tubercules. 

Il existe Ià, comme on l’a vu, une zone de croissance dans 
quelle les cellules se multiplient activement, comme à la pointe 
d’une racine ordinaire; cette zone échappe à l’action directe du 
parasite car on n’y trouve n1 filaments muqueux, ni Bacteries. 
Les divisions nucléaires y sont normales; on peut suivre facile- 
ment dans cette région, comme je l’ai fait, pour le Pois et pour le 
Trèfle, les stades successifs de la caryocinèse, et la formation des 
plaques cellulaires (fig. 1, T. B; pl. I, fig. 12; pl. IV, fig. 2-6). 

Dans cette zone de croissance, les noyaux ont, en général, un 
nuciéoplasme très dense, sensiblement homogène et sans réti- 
culum visible; au centre, se trouve un gros nucléole chromatique 
et parfois, il en existe plusieurs. 
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Je ne retracerai pas ici à nouveau.les différents stades de la 
prophase, de la métaphase et de l’anaphase; si je les ai su'vis chez 
le Trèfle et dans le Pois, c'était afin de voir si le voisinage du para- 
site était sans influence sur la marche du phénomène; effective- 
ment, sauf dans la zone basilaire où les filaments muqueux font 
leur apparition, il ne se produit dans les mitoses aucune modifi- 
cation susceptible d’être notée. 

L'examen de ces mitoses m'a mis de nouveau en face de ces 
problèmes si mystérieux de la formation des chromosomes dans 
le noyau. Au risque de soulever des protestations, lesquelles, je 
le reconnais, seraient parfaitement justifiées, je comparerais assez 
volontiers l'appareil chromosomique du noyau au vacuome et à 
son évolution dans le cytoplasme. 

Dans cette comparaison, le nucléoplasme correspond au cyto- 
plasme; l’un et l’autre, dans les méristèmes, auraient une assez 
grande consistance; les granulations chromatiques, le fin réseau 
dela prophase qui devient le spirème, lequel à son tour donne ls 
chromosomes, tout cela rappellerait d’assez près, l’évolution des 
métachromes en filaments, lesquels se transforment à leur tour 
en vacuoles ordinaires. 

La substance même des chromosomes a certainement des pro- 
priétés électives qui rappellent celles de la métachromatine du 
vacuome. J’ai réussi, en effet, chez quelques plantes, assez rares 
d’ailleurs jusqu'ici, à produire une coloration vitale très nette 
des chromosomes, dans des noyaux restes incolores par ailleurs; 
cette électivité doit, comme pour le vacuome, pouvoir s’appli- 
quer à d’autres substances que les colorants vitaux et en parti- 
culier à la chromatine des nucléoles. 

On observe même une certaine correspondance entre l’évolu- 
tion des métachromes du vacuome en vacuoles ordinaires et 
Pévolution inverse qui ramène ces vacuoles ordinaires à l’état 
de métachromes. lei, l'explication du phénomène réside, ainsi 
que je l’ai montré, dans une cause très simple; hydratation et 
déshydratation ; pour les chromosomes, on rencontre égale- 
ment quelque chose d’analogue; la métaphase en est le point 
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culminant; mais si l’accumulation de la chromatine dans ce 
que j’appelerai les chromosomes adultes, peut s’expliquer par 
les propriétés électives du substratum chromosomique, on ne 
saisit pas les raisons de l’abandon progressif de cette même 
chromatine dans l’évolution inverse. 

D'une manière générale, la forme du vacuome et ses diverses 
transformations sont conditionnées par des phénomènes d’hy- 
dratation et de deshydratation; il nous manque un facteur du 
même genre pour expliquer l’évolution d’ailleurs beaucoup plus 
complexe des filaments chromosomiques. 

L'avenir dira ce qu’il faut penser de cette idée de comparer les 
phénomènes qui s’accomplissent à l’intérieur du noyau, au mo- 
ment de la division, à l’évolution beaucovp plus simple du va- 
cuome dans les jeunes cellules des méristèmes. 

La zone de croissance, au fur et à mesure qu’elle multiplie 
ses cellules, sé trouve envahie à la base par les filaments mu- 
queux; on trouve là une région de transition où quelques rares 
mitoses se voient enccre (pl. I, fig. 12); mais, lorsque les cellules 
après avoir reçu les rameaux d’inféction, commencent à se rem- 
plir de Bactéries, elles perdent la propriété de se cloisonner et le 
noyau lui-même sera dans l’impossibilité de se diviser. 

À partir de ce moment, l’élément nucleaire de la cellule se 
trouve dans des conditions tout à fait spéciales dues à la présence 
de l’envahisseur et nous allons avoir maintenant à décrire les 
modifications de structure qu’il présente selon les espèces. 

Disons tout de suite que le noyau, dans les cellules contaminées, 
ne paraît souffrir en aucune facon de l’envahissement de la cavité 
cellulaire par les Bactéries; son activité, si on la compare à celle 
du noyau des autres cellules, en est stimulée; il se produit une 
augmentation notable de volume qui se poursuivra un certain 
temps, en relation étroite avec l’hypertrophie subie par les cel- 
lules elles-mêmes. 

Cette progression dans la grosseur du noyau est accompagnée 
dans certains ces par une augmentation considérable du nucléole, 
Pisum, etc, 
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À partir du stade où les cellules se trouvent contaminées, il est 
bien rare que la structure du noyau soit encore complètement 
homogène; un réticulum chromatique apparaît, dont les mailles 
sont plus ou moins larges; le nucléole lui-même se réduit pro- 
gressivement et finit même par disparaître quelquefois (Phaseolus, 
Lotus, Medicago), ete., sa forme est alors souvent modifiée par les 
pressions qu'il subit de la part de la masse bactérienne: il en est 
de même dans les cellules intermédiaires qui renferment beau- 
coup d’amidon. 

On peut obtenir une belle teinte rouge des royaux vésiculaires 
à structure réticulée, avec une double coloration à la fuchsine 
acide et au bleu de méthylène. Si l’on emploie la safranine et le 
violet de gentiane, ces noyaux se colorent en violet, les cytosomes 
en rouge et l’amidon en violet. | 

Le stade réticulaire ou stade pauvre en chromatine, termine 
chez plusieurs espèces l’évolution nucléaire; (Phaseolus. Lotus, 
Tetragonolobus, ete. (pl. X, fig. 6; pl. XVI, fig. 2, 4; pl. XVII, 
fig. 7). Mais, chez d’autres espèces, au contraire, on peut suivre 
une sorte d’enrichissement ultérieur en chromatine; celle-ci se 
dispose en corpuscules très fins aux intersections des mailles du 
réseau et ces granulations se disposent ensuite en amas ou en 
trainées irrégulières; on ne voit plus de réseau en certains cas, 
mais seulement des granulations extrêmement nombreuses et 
de grosseur différente. 

Les Vicia qui appartiennent à ce type, montrent même, en fin 
d'évolution, une structure assez caractéristique; non seulement 
le stade vés'culaire est assez rare; mais le noyau qui, dès le début, 
est devenu très gros, conserve par la suite ur nucléole volumi- 
neux; de plus, daus l2 nucléoplasme resté dense, on voit un 
nombre assez élevé de grosses sphérules de chromatine (pl. XIII, 
fe3 6) 

Les Faba se font remarquer, eux-aussi, par la richesse en chro- 
matine de leurs noyaux en fin d'évolution (pl. IX, fig. 3); le 
_nucléoplasme dense est parsemé de granules chromatiques, de 
grosseur variable selon les noyaux et souvent rapprochés les uns 
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des autres, presque au contact; ces noyaux renferment soit un 
pucléole unique central, soit plusieurs grosses sphères de chro- 
matine ressemblant à des nucléoles. Cette structure n’est pas 
très différente de celle qui existe au début de l'infection; les 
noyaux, malgré leur taille plus faible, montrent déjà dans leur 
nucléoplasme un certein nombre de ces amas de chromatin ?. 

A ce type,appartiennent également les Eroum;le nr cléoplasme, 
en fin d'évolution, renferme autour du nucléole, une poussière de 
très fins granules; apparaissent ensuite des granules plus gros 
encore reliés ensemble par des filaments minces formant réseau; 
quelquefois, ces granules s’orientent en une sorte de spirème 
(pl. XIII, fig. 1-2). 

Le noyau du Welilotus, de structure normale au début, montre 
plus tard des taches chromatiques superficielles assez caracté- 
ristiques (pl. VII, fig. 1-2); celui de la Luzerne, est de bonne 
heure, à structure réticulaire, avec parfois jusqu’à deux ou trois 
nucléoles (pl. XIX, fig. 4,5, 11); on voit plus tard des amas chro- 
matiques aux angles et finalement la cavité du noyau n’est plus 
traversée que par de fins trabécules. 

On doit sans doute interpréter ces diverses modalités dans 


l’évolution nucléaire comme l'indice d’une résistance différente . 


des cellules à l'infection bactérienne; si le parasite réussit à dé- 
tourner à son profit les substances nutritives à destination du 
noyau, celui-c1 est réduit à l’état d’une simple vésicule, laquelle 
peut-être finit par perdre sa vitalité; tantôt au contraire, la 
cellule a lavantage sur le parasite et son noyau accumule des 
réserves parfois considérable de chromatine. Il°est même à pré- 
sumer que, sans l’empêchement mécanique résultant de la pré- 
sence des Bactéries, les noyaux dans ces cellules parasitées con- 
tinueraient de se diviser. 

Il m'est impossible jusqu'ici de dire ce que deviennent finale- 
ment ces noyaux dans les tubercules en destruction. J’ai bien vu, 
dans des tubercules âgés de Lotus (pl. XVIIT, fig. 8) et de Meli- 
lotus des noyaux déformés, allongés, aplatis en croissant ; ces 
noyaux semblaient être réduits à leur enveloppe, la chromatige 
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ayant disparu. Ailleurs, on n’arrivait pas à trouver la moindre 
trace du noyau; dans le Tetragonolobus en particulier, les cellules 
parasitées ne semblaient contenir qu’une masse plus ou moins 
informe d’albumine provenant de la digestion des éléments bac- 
tériens. 

L'évolution nucléaire, dans les cellules de l'écorce et les cel- 
lules intermédiaires n'offre rien de particulier; le noyau se modi- 
fie peu, avec l’âge des cellules; le nucléole disparaît de bonne 
beure et la structure réticulaire vésiculaire devient fréquente; 
lorsque les cellules, comme dans le Pois, sont bourrées d’amidon, 
le noyau est déformé par pression et montre des angles: avec du 
cytoplasme en mince couche pariétale et peu d’amidon, le noyau 
s’étire en un gros cordon à structure vésiculaire (Phaseolus, 


pl. XVI, fig. 4). 


V.— L'INFECTION BACTÉRIENNE 


Les germes bactériens qui produisent les tubercules radicaux 
des Légumineuses, font partie de ce riche ensemble de Proto- 
zoaires et de Protophytes qui vivent et se développent dans le 
sol; ils doivent s’y trouver d'autant plus abondants que la terre 
est plus meuble, plus aérée et plus travaillée. 

Sur leur mode de vie au milieu des particules terreuses et leur 
puissance de multiplication dans ces conditions, on en est réduit 
aux hypothèses; on ignore également, si dans le sol et sans 
l'intervention de la Légumineuse, ces Bactéries si particulières, 
sont capables de continuer à fixer l’azote gazeux, comme le font 
normalement les Clostridium, les Azotobacters et les autres Bac- 
téries fixatrices d’azote. 

Il nous suffit, pour l'instant, de savoir que ces germes, par- 
fois à l’état de kystes endogènes, existent en quantité considé- 
rable dans les terrains où l’on cultive d’ordinaire les Léguimi- 
neuses les plus communes, telles que les Trèfles, la Luzerne, les 
Vesces, les Pois, les Fèves, les Haricots, le Sainfoin, etc. 

La chose ne saurait faire aucun doute, quand on constate, 
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comme dans les expériences que j'ai citées précédemment et qui 


confirment celles d’autres auteurs, que la production des tuber-. 


cules sur les germinations suit de très près l'apparition des pre- 
mières racines. : 
A cet égard, il y a peut-être lieu de signaler ici les différences 


très grandes qui peuvent être observées entre espèces différentes 


et qui peuvent tenir à des causes encore mal déterminées. 

Citons d’un côté le Lupin blan: et le Sainfoin; à notre con- 
naissance, aucune de ces deux plantes n'avait été cultivée dans le 
jardin qui a servi aux semis, depuis au moins une trentaine d’an- 
nées; or, tandis que, pour le Sainfoin, quelques rares plantules 
présentaient un ou deux tubercules, les germinations de Lupin 
blanc en offraient au contraire un grand nombre; par contre, le 
Lupin polyphylle en avait très peu et se comportait à cet égard 
comme le Sainfoin. 

D'autre part, la Fève n'avait jamais été cultivée, dans ce 
même Jardin, depuis une vingtaine d’années et cependant, on 
pouvait compter de 40 à 80 tubercules sur le système radiculaire 
des jeunes plantules. | 

On peut évidemment envisager plusieurs explications à propos 
de ces différences : ainsi,il semble assez vraisemblable d'admettre 
que les germes producteurs de tubercules chez la Fève, appartien- 
nent à une espèce ou à une race de microbes habitant normale- 
ment d’autres Lécumineuses cultivées d'habitude dans ce même 
Jardin. D’autre part, pour ce qui est du Sainfoin, on pourrait 
également invoquer l’opinion de Mazé qui sépare les Bactéries 
des Légumineuses en deux groupes, celui des terres acides et 
celui des terres calcaires; la Bactérie du Sainfoin est adaptée aux 
sols calcaires; or, dans nos semis, le terrain était argilo-siliceux : 
mais, on est bien forcé de remarquer que cette Bactérie, en tout 
état de cause, se trouvait cependant dans le milieu de culture, 
puisqu'il s’est formé quelques nodules. 


Pour ce qui est de l'abondance des tubercules sur le système 


radiculaire d’une Légumineuse, je ferais volontiers intervenir une 
autre cause s’ajoutant aux precédentes : la propriété que possè- 
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dent certaines espèces, comme les Pois, les Fèves, les Trèfles, les 
Lupins, les Vesces, ete., de produire un grand nombre de radicel- 
les; la chose se comprend d'autant mieux qu’nn tubercule n’est en 
somme qu'une racine modifiée et détournée de sa destination ordi- 
naire. On pourrait faire aussi entrer en ligne de compte l’état par- 
ticulier de l’écorce de la racine dans chaque espèce, écorce qui 
se prête plus ou moins à la pénétration des filaments muquenx. 

À cet égard, le cas du Haricot est vraiment typique ;'tandis que 
chez le Pois, la racine principale est recouverte de tubereules 
rapprochés souvent à en être concrescents, celle du Haricot en est 
ordinairement dépourvue; les tubercules n’apparaissent que sur 
les radicelles. 

Quoi qu'il en soit,on peut dire d’une façon générale que les 
germes de l’infection bactérienne ne manquent presque jamais 
dans le sol; on peut ajouter qu’ils s’y trouvent ordinairement à 
l'état virulent et non à l’état de repos, puisque leur activité se 
manifeste dans les premiers jours du semis. 

On est autorisé à croire qu’ils existent dans le sol sous la forme 
initiale de bâtonnets n’ayant pas 1 p de diamètre sur une lon- 
gueur de 1 à 5 environ; ces bâtonnets sont parfois tellement 
courts qu’ils se rapprochent des Microcoques. | 

La considérasion suivante laisse supposer qu’ils sont réunis 
_ déjà en zoolgées. 

En effet, dans tous les exemples que l’on connaît, la pénétra- 
tion au travers des membranes cellulaires, ne se fait jamais par 
des éléments isolés, mais par des filaments muqueux qui ne sont 
autre chose que des zooglées, renfermant des quantités considé- 
- rables de bâtonnets. Or, la paroi des poils absorbants ne diffère 
pas sans doute des autres membranes; les zooglées de forme fila- 
menteuse qui la traversent, existent déjà toutes formées sans 
doute dans le milieu où plongent les racines. 

Il est facile d’ailleurs de mettre en évidence ces filaments mu- 
queux à partir soit d’un poil absorbant, soit simplement de ia 
surface de la racine. 

Fe Ce qui m'a frappé, c’est qu’il n’existe ordinairement qu'un 
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seul filament d'infection -pour chaque tubercule. La première 
observation un peu complète, est celle qui m’a été fournie par 
le Pisum sativum où j'ai suivi, sur un très jeune tubercule la 
pénétration d’un filament muqueux à partir d’un poil absorbant, 
Ce filament traversait en ligne droïte les trois premières assises 
de l’écorce, au travers des cellules ; là, 1l se ramifiait et les deux ra- 
meaux visibles arrivaient jusqu'aux cellules en cloisonnement du 
point de végétation. Il était facile de se rendre compte que 
d’autres branches du même filament étendaient l’action du para- 
site en hauteur et en profondeur; un seul filament muqueux, 
provenant du dehors, suffit donc à provoquer la formation d’un 
tubercule. 

La préparation qui montrait ces détails était colorée à l’héma- 
toxyline ferrique; la couleur de la zooglée était rougeâtre avec 
partie axiale sombre; plus loin, en arrivant au point de végéta- 
tion du tubercule, on commençait à distinguer les Bactéries qui 
étaient disposées sur plusieurs rangs au voisinage de quelques 
rares cellules déjà paras'tées. 

Dans une autre préparation et avec un tubercule beaucoup plus 
développé, j'ai retrouvé un filament muqueux analogue; celui-ei 
restait intercellulaire en traversant l'écorce de la racine (pl. I, 
fig. 1) ; à diverses reprises, J'ai aperçu dans l’écorce de la racine 
du Pois, en face de très jeunes tubercules, des vestiges de ces fila- 
ments muqueux; 1l semble donc que cette espèce soit particuliè- 
rement favorable à la pénétration de la zooglée, ce qui explique 
le grand nombre de tubercules qui apparaissent dans cette espèce; 
ils sont parfois rapprochés par dizaines au contact. 

D’autres espèces se prêtent également bien à l’observation de 
ce premier stade de'linfection parasitaire; c’est ainsi qu'il 
suffit d'effectuer à la main une série de coupes sur une très jeune 
racine principale de Faba vulgaris, où l’on commence à aperce- 
noir des indices de tuméfaction, pour voir le filament muqueux 
initial. On le distingue facilement, même à l’aide d’une simple 
coioration vitale au bleu de Crésyl; le filament muqueux se colore 
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en beau bleu; on le suit à travers l'écorce, tantôt traversant les 
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cellules en ligne droite, tantôt cheminant dans les espaces inter- 
cellulaires (pl. XXVI, fig. 1-3); il commence à se ramifier dans 
l'écorce, mais parfois, on réussit à voir le tronc principal distri- 
buant ses ramifications aux nombreuses cellules de la médulle 
(pl. XXVE, fig. 4). La coloration vitale au bleu de Crésyl ou 
Pemploi de ce même réactif après fixation, ne permettent pas 
de distinguer les Bactéries contenues à l’intérieur des filaments ; 
pour mettre celles-ci en évidence, il est nécessaire d’ nalores 
l’hématoxyline ferrique. 

Les Wicia fournissent également de bons résultats lorsqu'il 
s’agit d'établir les premiers stades de la contamination. 

Le Sainfoin m'a fourni le sujet d’une remarque intéressante 
qu'il m’a été malheureusement impossible de compléter faute de 
matériel. Sur lPun des très rares nodules provenant d’un semis 
effectué le 127 septembre 1995, j’ai retrouvé le filament muqueux 
initial dans son trajet au travers des cellules du manteau, sur 
une épaisseur de cinq assises de cellules; la zooglée filamenteuse 
colorée au bleu de Crésyl était en majeure partie intercellulaire; 
mais, en deux endroit différents, elle pénétrait dans la cavité 
cellulaire et se prolongeait en un fil très fin qui regognait la paroi 
opposée. J’ai l'impression que fréquemment les zooglées ne sont 
devenues intercellulaires que parce qu’elles sont recouvertes ulté- 
 rieurement par la paroi double provenant d’une plaque cellulaire; 
je suis également persuadé que, dans le cas où une zooglée se 
trouve appliquée au contact de la membrane encore très mince 
d’une cellule en division, elle peut se trouver recouverte par la 
suite, d’une couche de cellulose semblable à celle ao produit 
l’épaississement de la paroi. 

On sait que Mazé attribue à la présence d’hydrates de carbone 
dans la région des poils absorbants, l’attraction exercée par cette 
région sur le microbe des nodosités; ce savant estime même que 
si le sol renferme suffisamment de nitrates pour transformer en 
substances quaternaires les hydrates de carbone provenant de 
l'assimilation chrorophyllienne, l'attraction cessera, de telle sorte 
que la plante sera dans l’impossibilité de produire des nodosités. 
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Sans vouloir diminuer en rien la valeur de cette suggestion, 
j'incline à penser qu’elle n’explique pas le trajet suivi par la 
zooglée au travers de l'écorce ; elle semble même en contradic- 
tion avec le fait qu'aucune cellule corticale ne retient de Bacté- 
ries à son intérieur; d’autre part, dans la médulle, ce sont les cel- 
lules intermédiaires dépourvues d'attraction, si l’on en juge par 
leur immunité à l’égard des rameaux d'infection, qui renferment 
la plus grande quantité d’hydrates de carbone. 

J'aurais volontiers, à mon tour suggéré deux autres hypothèses 
tout en reconnaissant qu’elles sont tout aussi discutables. 

La première consiste à admettre que si le filament muqueux 
initial se dirige à travers l'écorce suivant le rayon, à partir du 
poil absorbant, il ne fait que suivre le courant qui amène la sève 
brute de l’extérieur jusque dans les vaisseaux ligneux. Il s’agi- 
rait alors d’une sorte de rhéotactisme positif, mais on voit im- 
médiatement que cette hypothèse ne rend pas compte du fait 
qu’il n'existe ordinairement qu’un seul filament initial par tuber- 
cule, alors que la plupart des poils absorbants devraient être 
contaminés. : 

La seconde hypothèse supposerait que le tubercule se déve- 
lopperait tout d’abord comme une radicelle ordinaire; l’action 
du parasite n’interviendrait que plus tard sur le point de végé- 
tation pour en modifier la destination; la pénétration du filament 
muqueux serait due à son chimiotactisme positif produit par 
les substances digestives émises par la poche. 

De nouvelles observations sur les tout premiers stades de l’évo- 
lution des tubercules suggéreront peut-être des explications 
satisfaisantes; mais il semble qu’il sera toujours nécessaire de 
faire intervenir les questions de tactisme. 

Que si la nature exacte du tactisme est connue plus tard, il 
restera encore à expliquer pourquoi il n’existe ordinairement 
qu'un seul filament initial, correspondant à un seul poil absor- 
bant contaminé par tubercule; on dira alors que l'unique zooglée 
a suffi à neutraliser pour les autres poils absorbants de la région, 
l’action des substances chimiotactiques 
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Ce qui est particulièrement remarquable, puisqu'il s’agit d'une 
Bactériacée, c’est de voir que ces filaments muqueux qui sem- 
blent correspondre à une simple zooglée filamenteuse, cheminent 
non seulement entre les cellules, mais traversent aussi directe- 
ment plusieurs rangées de cellules; ils se comportent donc comme 
des hyphes de champignons et comme s'ils avaient acquis une 
sorte d’individualité; il en est de même de leurs filaments d'in. 
fection qui pénètrent dans les cellules. 

Tout se passe, en réalité, dans la contamination des racines 
comme si les Bactéries qui sont des éléments indépendants, sans 
interaction d'ensemble connue, se comportaient, en vue d’un but 
déterminé, comme les énergides ou les cellules d’un pente plu- 
ricellulaire. 

Le problème est troublant et 1l ne saurait être question actuel- 
lement de le résoudre; on ne peut que constater les faits sans 
pouvoir les expliquer. Je ne vois guère pour l'instant que les Acra- 
siées qui, bien qu’étant représentées par des cellules distinctes 
et indépendantes, réalisent, cependant des associations à forme 
définie et constante dans leurs appareils de fructification, ce qui 
nécessite une interaction compliquée; un phénomène de ce genre 
n’a pas été décrit, que je sache, pour des Bactéries. 

Les premiers stades de l'infection ont été décrits avec assez 
d’exactitude par plusieurs savants, en particulier par Marshall 
Ward (1). Celui-ci a figuré, en effet, les filaments pénétrant dans 
les poils absorbants et passant de là à travers l'écorce dans les 
tissus du nodule où il a vu également bâtonnets et Bactéroïdes 
Mais, pour cet auteur, il s'agissait d’un organisme appartenant 
aux Ustilaginées ; il considérait les Bactéroïdes comme des bour- 
geons produits en certains endroits par le mycélium du champi- 
gnon. 

Plus tard, en 1889 et 1890, son élève, Maria Dawson recon- 
naît la véritable structure de ces filaments; elle constate, en 
employant diverses méthodes de coloration et de fixation que 


1. Ward. H. M., On the lubercülar swelling on the roots af Vicia faba (Phil. 
Trans. of the Royal Society of London, vol, 178, série B, 1887, p. 539-562), 
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ces filaments sont remplis de très fins bâtonnets ressemblant à 
des Bactéries; mais elle n’ose aller jusqu’au bout de ses déduc- 
tions qui l’entraineraient à établir un groupe spécial dans les 
Bactériacées; elle préfère admettre qu’il s’agit d’un champignon 
très primitif ou très dégénéré « As however, such a classification 
would involve a new definition of bacteria, it seems advisable 
to adhere to the view that the organisms are in reality either 
very primitive or very degenerate fungi (1) ». 

A signaler également, à cette accasion, les résultats obtenus à la 
même époque par Prasmowsky qui donne quelques figures de 
filaments parcourant l’axe d’un poil absorbant ou traversant les 
membranes cellulaires (2). | 

Lorsque les tubercules sont encore très jeunes, ils ne renfer- 
ment dans leurs cellules aucune Bactérie libre ; le nodule est 
simplement parcouru par des ramifications du filament initial 
qui donnent ça et là une branche de contamination intracellu- 
laire; les cellules de base ont été les premières envahies; elles se 
rempliront aussi les premières de Bactéries devenues libres par 
dissolution du mucus 

Les filaments muqueux peuvent être très minces et constitués 
par une seule file des Bactéries (pl. IV, fig. 9; pl. XV, fig. 7-8; 
pl. XIX, fig. 6). 

Beaucoup plus fréquemment, le filament comprend deux 
files parallèles d'éléments bactériens ou davantage; (pl. IT, fig. 8; 
pl. VI, fig. 8, etc.; le cheminement ne se fait pas exclusivement 
aux angles où se produisent d'ordinaire dans les tissus, les méats 
intercellulaires, mais il se fait aussi bien en un point quelconque 
des cellules, écartant leur membrane ou perforant la paroi. 

La production des rameaux d'infection qui envahissent l’in- 
térieur des cellules, se produit également en un point quelconque ; 
elle s’opère sur des cellules qui, pour un certain nombre, ont 
0 
valions on thenalure and functions of {he nodules (Id., vol. 193, 1900, p. 51-67). 


2. Prasmowsky, Die Wurzelkn. der Erbse. (Die Landw. Wersuchsst. 1890, 
Bd. XXVII, p. 161-238). d 
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encore leur noyau en division; que ce noyau soit à un stade 
de mitose ou qu’il soit au repos, c’est vers lui que se diri- 
gent ces rameaux en se recourbant fréquemment en crosse: leur 
constitution est exactement la même que celle des filaments; 
dans le mucus qui les constitue, on aperçoit une ou plus souvent 
plusieurs files de Bactéries (pl. II, fig. 2, 8, 9; pl. XIX, fig. 6.etc.: 
plusieurs rameaux peuvent pénétrer dans la même cellule, mais 
toutes les cellules n’en reçoivent pas nécessairement; c’est ce qui 
donne naissance aux deux sortes de cellules constituant la mé- 
dulle, cellules parasitées et cellules intermédiaires ; quelques- 
unes de celles-ci pourront être envahies tardivement. 

Ces rameaux d'infection se renflent ordinairement en sphères 
à leur sommet; quelquefois, il se produit, par une sorte de dicho- 
tomie, plusieurs renflements en boules, formant une sorte de 
capitule (pl. XXIV, fig. 8). 

C’est à ce moment que se produit l’envahissement de la cavité 
cellulaire par les Bactéries elles-mêmes ; le noyau secrète sans 
doute une substance qui dissout le mucus de la zooglée et libère 
les bâtonnets qui y sont contenus; ces Bactéries, devenues Libres, 
vont se multiplier très activement dans le cytoplasme; celui-ci, 
en général, forme encore une couche perinucléaire reliée à la 
couche pariétale par des trabécules délimitant les vacuoles. 

On peut suivre la progression des bâtonnets parasites dans ces 
diverses parties et leur multiplication rapide par bipartition, 
toujours en dehors des vacuoles (pl. VI, fig. 2, 3, 8; pl. VIIT, 
fig. 3, pl. XV, fig. 7-8); celles-ci d’ailleurs se réunissent d’ordi- 
naire plus tard en une vacuole unique qu: persiste Jusqu’à la 
dégénérescence des cellules dans les tubercules âgés. 

Le cytoplasme se trouve ainsi envahi par ces éléments para- 
sites et il ne serait guère possible d’affirmer sa persistance, si on 
ne trouvait longtemps encore sous la membrane les nombreux 
cytosomes qu’il contient. 

Dès lors, toute division cellulaire a cessé et la chose se com- 
prend, tellement la masse des Bactéries entourant la vacuole 
centrale est devenue compacte; au lieu d’une seule vacuole cen- 
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trale, il en existe parfois un certain nombre, La présence de deux 
noyaux dans quelques rares cellules contaminées, est due sans 
doute à ce que la dernière mitose qui s’y est produite, n’a pu 
être suivie de la formation d’une membrane. 

C’est à partir du moment où les rameaux d'infection pénètrent 
dans les cellules pour y déverser leurs bâtonnets, que l’on assiste à 
une augmentation progressive du volume de ces cellules et de 
leur noyau; certaines de ces cellules hypertrophiées atteignent 
une largeur dépassant cinq ou six fois le diamètre des éléments 
du point de végétation; le contour est ordinairement sphérique 
ou elliptique; mais on rencontre aussi, surtout dans certaines 
espèces, de ces cellules géantes qui prennent des formes très 
allongées, cylindriques ou très irrégulières; fréquemment aussi 
les contours de la membrane s’arrondissent aux angles (pl. I 
hig.85 pl. VIT: Be. 1-2; pl IX, fig: 1-5; pL XVIT fig. etc). 

En partant du sommet d’un tubercule, qu’il soit encore jeune 
ou qu'il soit déjà âgé, on rencontre donc à partir de l'extérieur, 
en faisant abstraction du manteau et du voile. 

19 Une zone où les cellules se mulitplient avec noyaux à diffé- 
rents stades de la mitose; cette région représente le point de 
végétation; elle forme une sorte de calotte peu épaisse. 

2° Une zone où l’on rencontre des filaments muqueux qui se 
ramifient dans les espaces intercellulaires ou traversent les cel- 
lules en ligne droite; on y voit encore quelques rares mitoses. | 

3° Ure zone dans laquelle s’opère la contamination des cel- 
lules au moyen des rameaux intracellulaires d'infection; les divi- 
sions cellulaires ont cessé; c’est là qu’on peut suivre l’augmen- 
tation progressive du volume des cellules parasitées. 
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VI. —— LA SYMBIOSE CHEZ LES LÉGUMINEUSES 


Nous venons de voir comment la Bactérie se trouve introduite 
à l’intérieur des racines sous la forme de zooglées, lesquelles 
venant du sol, pénétrent à l’intérieur d’un poil absorbant pour 
de là, gagner les cellules du péricycle;en face d’un faisceau ligneux. 
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L'action du filament muqueux et de ses ramifications déter 
mine des modifications importantes dans l’évolution de la jeune 
radicelle qui va apparaître à cet endroit, par cloisonnement des 
cellules du péricycle; ces modifications ont été déjà signalées 
précédemment. 

Il suffit de rappeler ici la formation d’un massif cellulaire 
traversé dans toutes les directions par les ramifications nom- 
breuses du filament initial, sauf au sommet constituant le point 
de végétation; à ce moment, aucune Bactérie n’est encore libre; 
toutes sont englobées à l’intérieur des filaments muqueux. 

Mais, à ce premi?r stade, en succède un autre; les branches de 
contamination qui ont pénétré les premières dans les cellules vers 
la base du nodule, commencent à libérer leurs éléments bacté- 
riens du mucus qui les englobe et ces éléments vont se multiplier 
et envahir les cellules. 

À partir de ce moment, nous assistons à une lutte entre la 
cellule et son parasite; celui-ci semble d’abord devoir l'emporter; 
sa puissar ce de multiplication s’est accrue, si bien qu'il remplit 
bientôt toute la cellule agrandie, à l’exception de la vacuole, 
ou des vacuoles (pl. VI, fig. 3, pl. XVIIL, fig. 3, etc.); mais bientôt, 
les choses vont changer; ces Bactéries qui, dans la plupart des 
espèces, étaient constituées par un très petit bâtonnet, si court 
parfois que l’on croirait avoir affaire à un véritable Microcoque, 
cessent de se diviser tout en s’allongeant plus ou moins; ces 
bâtonnets ou ces filaments s’intriquent en une masse compacte 

(pl. XXIILfig. 7), avant de subir la dernière partie de leur évo- 
lution qui sera, somme toute, le triomphe de la cellule. Celle-ci, 
en effet, a réussi à maintenir non seulement l’activité de son 
noyau, mois elle a exagéré sa puissance défensive. 

C’est alors qu’on observe ces modifications si curieuses et si 
inattendues dans la forme et la structure des éléments parasites; 
beaucoup ne pouvant se diviser prennent ces aspects en x, en y 
ou en  arbuscules qui ont si fortement intrigué les premiers 
obs rvoteurs (pl. I, fig. 40; pl. VIT, fig. 1; pl. XITT, fig. 6, etc.); 
d’autres, se renflent en forme de poire munie d’une queue plus ou 
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moins longue ; (pl. HI, fig. 6-7; pl. XIV, fig. 9); le terme final, 


‘dans beaucoup d’espèces, est la transformation en sphérules 


(pl. I, fig. 10; pl. TL, fig. 8, etc.), qui peuvent rester isolées ou au 
contraire rester associées par groupes de der x ou trois et parfois 
davantage; si l’une de ces sphères, dans Passociation, est restée 


‘plus petite, on croirait facilement avoir affaire à des Levures 


(pl. X XIV, 2: 1516): 

Il est extrêmement probable que, dans certains cas d’infectior 
parasitaire chez les animaux, des auteurs ont pu se tromper et 
prendre pour des formes Levures, ce qui n’était en réalité qu’un 
stade d'évolution d’une Bactérie. 

Quoiqu'il en soit, au cours de cette évolution, des changements 
plus importants encore se produisent dans la constitution même 


de la Bactérie; celle-ci, au début de l’infection cellulaire et dans : 


les filaments muqueux, était constituée par un bâtonnet qui se 
colorait uniformément en noir foncé dans toutes ses parties par 
l’hématoxyline ferrique; à l’état vivant, ce bâtonnet était com- 
plètement incolore; plus tard, lorsque ce bâtonnet s’allor ge ou se 
renfle en poire, on y distingue un ou plusieurs globules réfrin- 
gents. Une coloration vitale au rouge neutre laisse même aperce- 
voir une ou plusieurs taches colorées qui correspondent sans 
doute à de la métachromatine; mais ces modifications ne sont 
rien en comparaison de celles que l’on constate après fixation et 
coloration à l’hématoxyline ferrique. 

Si nous prenons par exemple la Bactérie du Trèfle violet, qui 
est l’une des espèces les plus répandues, on constate que, parmi 
les cellules parasitées remplies par les sphérules, il existe de 
grandes différences; tantôt, toutes les sphérules d’une même cel- 
lule sont encore uniformément chromatiques; tantôt, elles sont 
complètement 1rcolores; d’autres ne montrent plus qu'un point 
chromatique central que lon pourrait confondre avec un noyau: 
enfin certaines cellules renferment en proportion variable un mé- 
lange de ces sphérules à ces différents états (pl. II, fig. 8-9). 

Chez le Faba, le Tetragonolobus etc., on peut suivre les diverses 
étapes de cette transformation; elle se fait par une sorte de vacuo- 
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lisation progressive qui envahit finalement tout l'élément celui-ci, 
devient incolore et se trouve réduit à sa membrane (pl. IX, 
fig. 1-3); là encore,on observe dans la même cellule tous les pas- 
sages de la forme chromatique initiale, à la forme complètement 
vacuolisée qui semble terminer l’évolution. 

La cellule parasitée arrive à solubiliser complètement la subs- 
tance du parasite, ainsi d’ailleurs que les grains d’amidon qui | 
accompagnent d'ordinaire, pour la transmettre à la plante, en 
vue de son développement et de sa fructification. 

Les cellules qui renferment ces enveloppes ainsi vidées de leur 
contenu, soit au stade sphérulaire, soit au stade filamenteux, 
font l'effet d’être remplies d’une sorte de pseudo-parenchyme 
(PEX 55, pe X, fig. 0). 

Fréquemment, la réaction cellulaire se produit suivant un 
autre mode, et cela dans une même espèce; les Bactéries se dis- 
solvent y compris leur membrane et l’ensemble remplit la cel- 
lule d’une masse d’albumine amorphe, renfermant encore 
dans certains cas des amas chromatiques provenant de Bacté- 
ries incomplètement digérées (pl. XVIII, fig. 9-11); cette 
albumine sera transmise plus tard à l'appareil aérien de la Lécu- 
mineuse. : 

Quelquefois, les Bactéries contenues dans une cellule, se sont 
groupées en zooglées distinctes de forme arrondie ou polyédrique 
(pl. XI, fig. 7; pl. XXIV, fig. 13); ces zooglées se transforment 
finalement par digestion de leurs éléments en masses homogènes 
d’albumine. | 

Les descriptions qui précèdent ont été faites en utilisant prin- 
cipalement des tubercules fixés soit au liquide de Regaud, soit 
au liquide de Laguesse; les préparations étaient ensuite colorées 
à l’hématoxyline ferrique. 

On peut employer un mode d’observation plus simple, mais 
néanmoins très instructif; il consiste dans l'emploi de la solution 
iodo-iodurée; à l’aide de cette solution, on se rend facilement 
compte d’un certain nombre de faits intéressants. 

Prenons des tubercules âgés, sur une plante en fleur ou en 
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fruits, ou même sur une plante qui commence à se dessécher, on y 
trouvera généralement et en proportion variable. 

19 Vers le sommet, ou sur les côtés, là où l’infection a été tar- 
dive, des cellules encore remplies de Bactéries en bâtonnets; ces 
Bactéries très certainement ont conservé leur vitalité. 

20 D’autres cellules, qui, comme les précédentes, se colorent en 
brun acajou avec l’iode, mais dans lesquelles les Bactéries ont 
perdu leur forme et leur individualité; elles constituent une 
masse dense, sensiblement homogène d’albumine. 

39 Des cellules ordinairement très nombreuses, situées surtout 
à la base des tubercules et par conséquent les premières conta- 
minées, qui sont complètement vides où ne renferment que des 
résidus irsignifiants. 

Ce sont ces dernières cellules qui ont terminé le rôle impor- 
tant dévolu à la symbiose; leur contenu, formé par l’albumine 
provenant des Bactéries, a été solubilisé par une enzyme protéo- 
lytique, une protéase ; le produit de l’hydrolyse a été transporté 
dans l'appareil aérien de la Légumineuse et a été utilisé surtout 
pour la formation des fruits et des graines. 

Je serais assez disposé à croire que c’est le noyau de la cellule 
qui joue le rôle actif dans ces transformations et qui secrète les 
protéases. 

On retrouve parfois dans des cellules ainsi vidées de leur con- 
tenu, une grosse sphère sans structure apparente (pl. XXV, 
fig. 10, 13); peut-être est-elle constituée en partie par le noyau, 
dernier vestige d’une association arrivée à son terme final, 

Si l’on veut bien comprendre les différents aspects que Pon 


rencontre dans les tubercules des Légumineuses, il faut se rendre : 


compte que la digestion peut porter tout aussi bien sur des formes 
sphérulaires; que la vacuolisation, dans une même cellule, ne 
marche pas de front pour tous les éléments bactériéns; qu’une 
partie de ceux-ci, plus ou moins importante, est déjà réduite à 
l’état de masse amorphe, sorte de gelée d’albumine, alors que 
d’autres sont encore sphérulaires, vacuolisés ou non. Il y a là, 
parmi beaucoup d’autres, une grosse difficulté d'interprétation 
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qui m'a longtemps arrêté, surtout lorsqu'il s’est agi du Lotier, du 
Trèfle et de plusieurs autres espèces. 

La lutte qui s’est poursuivie entre la cellule et son parasite est 
finie; elle s’est terminée à l’avantage de la cellule, puisque celle-ci 
a réussi à maintenir la vitalité de son noyau et même, dans quel- 
ques cas, à augmenter ses réserves en chromatine: mais, comme 
dans les cellules âgées de tout organisme, 1 vie ne sauroit se 
conserver indéfiniment et l’on voit les tubercules qui on été 
le théâtre d’une attaque parasitaire si fertile en incidents, se vider 
de leur contenu et se désagréger. 

On reconnait ici un cas de phagocytose nucléaire analogue à 
ceux qui ont été signalés à propos des mycorhizes endotrophi- 
ques, dont la présence a été reconnue chez un grand nombre de 
végétaux. 

C’est en 1897, que j'ai appelé lattention, en collaboration 
avec L. Armand, sur la façon dont on devait comprendre la 
symbiose chez une Orchidée, l’'Ophrys aranifera; pour ls première 
fois, semble-t-il, les relations entre le parasite et la cellule hos- 
pitalière étaient établies d’une manière précise. 

« La plante, disions-nous, lutte avec avantage contre l’envahis- 
seur; cette lutte existe dans chaque cellule; le champignon qui se 
trouve en présence du protoplasma et du noyau de cette cellule 
semble avoir d’abord l’avantage: les conditions sont favorables à 
son développement, puisqu'il se ramifie en nombreuses branches; 
mais bientôt les choses changent de face; le protoplasma de la 
cellule a été plus où moins complètement absorbé, sans doute 
pour fournir aux besoins de la nutrition du champignon; la lutte 
se trouve à peu près circonscrite entre le parasite et le noyau 
de la cellule; pendant que le noyau conserve sa vitalité, le para- 
site meurt et se transforme en une masse informe et inerte; cette 
désorganisation ne peut guère être attribuée qu’à laction du 
noyau; il doit se produire une sorte de digestion intracellulaire, 
s’exerçant sur le champignon (1) ». 


1. P. A. Dangeard et L. Armand, Observations de Biologie celluiaire (Le 
Botaniste, série V, 1896-1897, p. 300-301). 
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Remplaçons dans cette citation le nom de Champignon par 
celui de Bactéries et il est facile de voir que la cellule paras'tée 
des tubercules radicaux des Légumineuses se comporte à peu près 

exactement comme celle des Orchidées; nous constations même, 
_ dès cette époque, que, dans les cellules envahies, la désorganisa- 
tion du champignon pouvait s’arrêter à l’un des stades qui le 
conduisent à la gélification complète; or, nous venons d'établir 
qu’il en est de même de la digestion des Bactéries à l’intérieur 
des tubercules. 

Plus tard, en 1905, Gallaud fait une étude très complète des 
mycorhizes endotrophes et il constate lui aussi le pouvoir diges- 
tif des cellules envahies ; ce mode de défense ne lui paraît pas 
sans analogie avec la phagacytose sur place, fréquente chez les 
organismes inférieurs (1). 

Ces phénomènes de digestion intracellulaire des champignons 
sur lesquels nous avions appelé l’attention en 1897, ont été soi- 
gneusement étudiés en 1900 par Magnus (2) et aussi par Shi- 
bata (3). 

Le phénomène de digestion intracellulaire était donc bien 
connu dans la plupart des cas de symbiose autres que celui des 
Légumineuses. En particulier, Noel Bernard, dars ses belles 
recherches sur l’évolution dans la symbiose, avait essayé, non 
sans succès, d'étendre aux Orchidées, les notions de phagocytose 
et d’immunité; pour ce savant, il existe d'avance certaines cel- 
lules prédestinées à la fonction phagocytaire et prêtes à remnlir 
leur rôle lorsqu'il se produit une infestation (4); ces cellules sont 
les phagocytes. 

Evidemment cette limitation de la fonction phagocytaire à 


1. Gallaud, Etudes sur les mycorhizes endotrophes (Revue générale de Bota- 
nique, t. XVII, 1905, p. 487), 

2. Magnus, Siudien an der endotrophen Mycorhiza von Necotlia Nidus-æis 
(Jarh. fur wiss Bot., vol. XXXV, 1900). 

3. Shibata, Cytologische studien über die endotrephen Mykorrhizen (Id. 
vol. XXXVII, 1900). 

4. Noël Bernard, L’évolution dans {la symbiose (Ann. des sc. nat. Bot, 
9e série, t, 9, p. 153 de l’Extrait). 
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certaines cellules prédestinées ne peut s'appliquer aux tuber- 
cules des Légumineuses; toutes les cellules parasitées jouissent 
de cette fonction et sont par conséquent en ce sens des phago- 
cytes; mais ces phagocytes n’ont pas nécessairement la même 
activité qui dépend, corame je crois l’avoir établi, du noyau lui- 
même. 

On peut donc dire que, dans les tubercules, il se produit une 
phagocytose, c’est-à-dire une destruction des Bactéries due prin- 
cipalement à l’activité du noyau, ce qui n'implique pas que le 
cytoplasme reste absolument inactif. 

Nous savons en effet que les cytosomes persistent très long- 
temps dans les cellules parasitees; ce sont des éléments du cyto 
plasme lequel certainement existe encore sans qu’on puisse fixer 
toujours exactement ses limites et son importance. 

Quelques indications sont cependant à retenir; les cellules 
parasitées conservent leurs vacuoles jusqu'à la fin avec une 
faible quantité de chromidium; le noyau persiste également, Il 
est assez remarquable que les Bactéries restent toujours localisées 
dans le cytoplasme. 

On peut se demander s’il existe des cas où la phagocytose est 
impuissante à détruire le parasite. 

La chose me paraît assez probable; ainsi, dans le Haricot, je 
n'ai jamais réussi à observer une destruction des Bactéries, 
même sur des pieds âgés ayant formé leurs gousses; les cellules 
parasitées sont à ce moment dépourvues d’amidon, mais toutes 
sont remplies de bâtonnets non ramifiés exactement semblables 
à ceux que l’on rencontre dans les jeunes tubercules (pl. XVI, 
fig. 1-4); ces bâtonnets sont pour la plupart très courts, à peine 
deux fois plus longs que larges, sauf quelques-uns qui atteignent 
une longueur plus grande; ils ont conservé toute leur vitalité 
et c’est à cet état qu ils sont rendus au sol intégralement lors de la 
pourriture des tubercules. Ces tubercules sont d’ailleurs ordi- 
nairement nombreux sur le même pied — une soixantaine — et 
très gros; le sol sur lequel on cultive des Haricots reçoit donc 
par milliards les germes de ce parasite. 
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La Bactérie du Lupin blanc résiste également à la phagocytose 
avec ceite restriction qu’elle est cependant plus s asible à l’action 
phagocytaire, puisque dans les tubercules âgés une forte propor- 
tion des bâtonnets a évolué en formes ramifiées ou Bactéroïdes. 

Il n'est pas jusqu’à certains tubercules appartenant à des 
genres où la phagocytose s’exerce normalement qui, exception- 
nellement, restent inactifs; je citerai par exemple des tubercules 
de Pisum assez âgés dans lesquels toutes les cellules parasitées 
renfermaient de fines Bactéries en bâtonnets non modifiés. 

On serait tenté d'admettre que l'utilité des tubercules radi- 
caux pour la Légumineuse est fonction du pouvoir phagocytaire 
des cellules de ces tubercules, puisque c'est grâce à la phagocy- 
tose que la substance des Bactéries est solubilisée et devient 
utilisable lors de la formation des fruits et des graines. 

Il arrive parfois que l’on puisse étudier le comportement de la 
Bactérie, en dehors de l’action phagocytaire des cellules elles- 
mêmes; à diverses reprises, ‘’ai observé, en particulier dans le 
Trèfle violet, de larges espaces intercellulaires où la Bactérie s'était 
développée assez abondamment; or, dans ces méats, elle ne mon- 
trait aucune modification de forme et les dimensions de ses bâton- 
nets étaient à peine un peu plus grandes que dsns les filaments 
muqueux ordinaires (pl. V, fig. 1-3) 

Dans la symbiose des Légumineuses, les cellules parasitées, dès 
le début de la contamiration, transmettent déjà sans aucun 
doute à l'appareil végétatif aérien, des substances albuminoïdes 


_sécrétées par les colonies bactériennes ou résultant de l’associa- 


tion symbiotique. 

Ainsi, l’amidon dont j'ai indiqué l'apparition précoce dans le 
tubercule et le mode de répartition, est digérélentement ; les sucres 
qui en proviennent, s'unissent vraisemblablement à l'azote gazeux 
fixé par les Bactéries; les albuminoïdes qui en proviennent, sont 
en continuelle circulation vers l'appareil végétatif de la plante. 

On explique de cette manière la vigueur des pieds de Légumi- 
neuses qui, d’une facon assez générale, est fonction du nombre 
des tubercules existant sur le système radiculaire, 
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L’azote de lair suffit, on le sait depuis les belles recherches 
d'Hellriegel et celles de Wilfarth à produire chez les Légumi- 


- neuses un développement-rnormal et même luxuriant: c’est ainsi 


que le Trèfle et le Pois, cultivés dans du sable dépourvu d’azote, 
peuvent prospérer et donner des fleurs et des fruits. Ces savants 
avaient constaté de curieuses anomalies dans leurs cultures; cer- 
tains pieds, sans cause apparente, restaient chétifs ou mouraient 
d’inanition. D'autre part, dans ces cultures, on observait sur les 
jeunes plantules une particularité intéressante; c’est ainsi que 
ces plantules, après avoir vidé leurs cotylédons, jJeunissaient ; 
manifestement, elles souffraient d’un manque d’azote; certaines 
seulement arrivaient à triompher de cette « jaim d'azote », pour 
employer l'expression d’Hellriegel et reprénaient leur végéta- 
tion normale. 

Ces résultats semblaient indiquer que la cause de la fixation 
d'azote par la plante provenait de germes étrangers présents sur 


‘ certaines plantules, absents chez les autres. 


De nouvelles expériences, très bien conduïtes, ne laïissèrent 
aucun doute à cet égard; sur 42 vases identiques, cor tenant du 
sable quartzeux calciné et même solution nutritive dépourvue 
d'azote, 30 furent abandonnés à eux-mêmes, 40 reçurent une 
petite quantité d’une infusion de délayure d’une terre ayant porté 
une Légumineuse, 2 furent recouverts d’ouate stérilisée; chaque 
vase reçut deux graines de Pois. On n’observa aucune différence 
au début et après épuisement des réserves cotylédonnaires, 
toutes les plantules commencèrent à jaunir. Mais bientôt, les 
plantules de la seconde série se firent remarquer par leur vigueur; 
elles accusèrent en fin de végétation un notable gain d’azote; 
quelques-unes, appartenant à la première série, se comportèrent 
de même, alors que les autres restaient chétives; enfin les deux 
plantules de la troisième série eurent une végétation misérable. 

H:llriegel et Wilfarth, en présence de ces résultats, furent ame- 
nés à penser que la fixation de l’azote gazeux par les Légumi- 
neuses devait reposer sur un phénomène de symbiose entre la 
plante et certains microorganismes provenant du sol; ceux-ci 
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avaient été fournis régulièrement à toutes les plantules de la 
seconde série par l’infusion de terre; ils étaient parvenus acci- 
dentellement à quelques-unes des germinations de la première 
série, elors que dans la troisième aucune contamination n'avait 
été possible (1). 

D’autres expériences effectuées par les mêmes auteurs et aussi 
par Schlœæsing fils et Laurent montrèrer t que l'azote fixé pro- 
venait bien de l’air incontestablement. 

La façon dont les jeunes plantules, dans la nature, t:1omphent 
de la faim d’azote dans un sol pauvre en nitrates, l’accumulation 
de substances protéiques qui se produit dans les fruits et les 
graines, s'expliquent maintenant très bien par les phénomènes 
de symbiose et de digestion intracellulaires qui existent à l’inté- 
rieur des tubercules. ® 

Il est intéressant de noter que, selon la richesse des graines 
en amidon et en aleurone — richesse qui varie selon l’espèce de 
Légumineuse —-le vacuome et le plastidome des tubercules sont : 
respectivement plus riches soit en albumine, soit en amidon; 
autrement dit, la proportion des hydrates de carbone et des albu- 
minoïdes d’un tubercule, correspond sensiblement, pour une 
même espèce, à celle qu on rencontre dans les graines; c’est ainsi 
par exemple, que le vacuome des Æreum, des Tetragonolobus, ete. 
est beaucoup plus dense que celui des tubercules du Pisum sati- 
vum, alors que l’amidon est au contraire plus abondant dans cette 
dernière espèce. 

L’enrichissement du sol en azote, à la suite de la culture d’une 
Légumireuse, est un fait d'expérience courante en agriculture et 
cet enrichissement a été l’objet d’analyses précises, tant de la 
part d’'Hellriegel et Wilfarth que de Schlæsing fils et Laurent (2): 
mais 1l est extrêmement difficile de dire comment il se produit. 


1. Travaux cités d’après G. André, Chimie agricole. Paris, 1924. J.-B. Baïl- 
lière et fils, p. 306 et suivantes : pour l’indication de ces travaux, voir Ervin 
F. Smith, Bacteria in relation to Plant Diseases, N, II, 1911, p. 138 et sui- 
vantes. 

2. Laurent et Schlæsing fils, Sur la fixation de l'azote gazeux par les Légu- 
mineuses (Comp. rendus Acad. sc., 1890 t. IIL p. 750-754). 
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J’essaierai cependant de mettre en relief certaines obser vations 
qui peuvent contribuer à élucider le problème. 

Lorsqu'un tubercule âgé se désagrège et se détruit dans le sol, 
il reste toujours un certain nombre de cellules, surtont vers le 
sommet, qui renferment des Bactéries non digérées; celles-ci sont 
donc rendues à la terre où leur sort ultérieur n’a pu être suivi 
jusqu'ici. D’autres cellules parasitées sont encore remplies d’al- 
bumine, qui n’ayant pas été utilisée par la plante, retourne 
également à la terre avec d'ordinaire une petite quantité d’ami- 
don; au moment où la plante se flétrit et se dessèche, il existe 


encore fréquemment des tubercules plus j unes avec leurs Bac 


téries et leurs réserves presque intactes. Des tubercules noirs à 
peine reconnaissables de Faba vulgaris recueillis, non sans diffi- 
culté,sur des pieds desséchés présentaient encore ces caractères. 

Ce qui est exact pour une Légumineuse annuelle, l’est aussi 
pour les espèces pluriannuelles ou vivaces, lesquels restituent 
chaque année au sol, par l'intermédiaire de leurs tubercules âgés, 
des milliards de germes et aussi des quantités notables d’albu- 
mine et même d’amidon. 

La Bactérie, en tant qu’espèce, n’a pas souffert de son associa- 
tion avec la Légumineuse; elle a profité de son habitat éphémère 
dans les tubercules pour se multiplier activement; ses éléments, 
pour une part, ont échappé à la destruction phagocytaire, si b'er 
que son passage dans les tubercules radicaux lui a permis de 
fournir à la terre une quantité infiniment plus grande de germes 
que ceux qui avaient serv! à l'infection; chaque culture de Légu- 
mineuse multiplie donc par un coefficient extrêmement élevé le 
nombre des Bactéries contenues dans le sol primitivement. 

On voit tout de suite l'importance que présenterait cette mul- 
tiplication des germes, si ces derniers continuaient dans le soi 
à fixer l’azote gazeux, comme le font les Clostridium et les Azoto- 
bacter ; mais à cet égard, nous sommes peu renseignés. 

Quelques essais ont été tentés pour voir si le microbe des nodo- 
sités continue à fixer l’azote gazeux, en milieu artificiel. 

C’est ainsi que Mazé a cultivé cet organisme dans un bouillon 
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de haricots contenant 5 /10.000 d’azote ; ce bouillon était addi- 
tionné de 2 ©/ de saccharose, de 1 % de chlorure de sodium avec 
traces de bicarbonate de sodium. Le bouillon est solidifié avec 
15 ® de gélose et réparti en surfaces très minces dans des vases 
à fond plat, au-dessus desquels circule un courant d’air dépourvu 
d'azote combiné. 

Mazé a constaté que le microbe continuait à fixer l’azote ga- 

zeux en détruisant une certaine quantité de sucres (1). 
_ Ces résultats ont été contestés, en s'appuyant principalement 
sur le fait que les cultures de Mazé n’offraient pas toutes les 
garanties de pureté désirables et que la fixation d’azote pouvait 
être due à des organismes étrangers. Gino de Rossi, en 1940, 
refuse au microbe des nodosités tout pouvoir de fixer l’azote 
atmosphérique en milieu artificiel (2). 

Il faut dire que sur ce point spécial, les opinons sont encore 
partagées bien que les expériences de Fred (1909-1910), confir- 
ment celle de Mazé. 

On ne peut donc guère,en ce moment,envisager l'enrichissement 
du sol en azote, à la suite d’une culture de légumineuses,que de la 
facon suivante, | 

Comme la légumineuse possède sur ses racines des poils absor- 
bants ordinaires, il est certain qu’il y a absorption par ces poils 
d’une certaine quantité des nitrates contenus dans le sol, ainsi 
que des autres aliments nécessaires à la plante ; mais l’absorption 
des aliments est réglée par les besoins même de cette plante et 
il parait très vraisemblable alors d'admettre, qu'avec l’appari- 
tion des nodules et la fixation corrélative de l’azote atmosphé- 
rique, l'absorption des nitrates du sol cesse en grande partie. 

S'il est en ainsi, le sol n’abandonne à la culture qu’une très 
faible partie des nitrates qu'il contenait; cette quantité, il la 


1. Mazé. Fixation de l'azote libre par le Bacill: des nodosités des Légumi- 
heuses (Ann. de l’Institut Pasteur, 1897, t. XI, p. 44-54 et Les microbes des 
nodosilés des Légumineuses (1d.,t. XIL, p. 1-95 : 128-153). 

2. Gino de Rossi. S{udi sul microrganismo produliore d. tuber d. Lequmi- 
nose (Ann. di Bolanica, 1909, vol. VII, p. 653-669). 
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récupère et bien au delà par les phénomènes de restitution natu- 
relle due aux différentes Bactéries fixatrices d'azote gazeux; 
vivant dans le sol, comme les Clostridium et les Azotobacter, 
en association avec une foule d’algues microscopiques. 

Le sol sur lequel on cultive une Légumineuse, est donc un peu 
dans les conditions d’un champ laissé en jachère; il n’a pas à four- 
nr, comme dans une culture de céréale, la quantité d’albumine 
totale nécessaire à la formation des fruits et des graines ; ce 
sont des tubercules radicaux qui en ont fabriqué une grande 
partie aux dépens de l’azote de l’air et des hydrates de carbone 
provenant de Passimilation chlorophyllienne. 

Mais ce sol réçoit en plus une quantité non négligeable de pro- 
duits sur lesquels s’exercera l’action des ferments ammoniacaux 
et des nitrobactéries. À 

Enfin, il reste ce point délicat, à savoir ce que deviennent ces 
milliards de germes provenant des tubercules et rendus au sol à la 
suite d’une culture de Légumineuse; si quelques auteurs consi- 
dèrent que la fixation d’azote se continue dans le sol, il est géné- 
ralement reconnu qu’elle est insignifiante si on la compare à la 
fixation qui se produit dans les tubercules (1). 

On voit combien est différente la question de l’enrichissement 
du sol en azote par une «plante améliorante » telle que le Trêfle 
et celle du gain en azote dans un milieu artificiel. 

Dans un milieu artificiel et en culture pure,le gain en azote ne 
peut provenir à l’analyse que d’une sécrétion des colonies micro- 
biennes ou de la substance même de ces colonies. 

Pour ce qui est du sol, il ne faut pas songer à faire intervenir 
une sécrétion effectuée au dehors parlestubercules ; la masse même 
des Bactéries abandonnée dans la terre ne saurait guère interve- 
nir d’une façon notable dans l’enrichissement en azote que si 
ces Bactéries continuent de se multiplier dans ce milieu en conser- 
vant leur fonction, ce qui est douteux; on reste donc approxima- 


1. I. Whiting. À bioch. Study of Nütrog. in certain Legumes (The University 
of Minnesola, Exp. Slal. Bullelin, 138, 1914, p. 487. 
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tivement dans les conditions de fertilité résultant de la simple 
jachère. 

Il faut donc en revenir,en dernière analyse, à l’action des diffé- 
rents microorganisme fixateurs d'azote qui se trouvent dans le 
sol ; parmi ces organismes, les uns sont anaérobies, comme le 
Clostridium Pastorianum et ses variétés ; les autres sont des 
espèces aérobies, comme les Azotobacter dont les principales 
espèces sont À. chroococcum, A. agilis, A. vinelandit, A.Beuerin- 
chi etc. (1). 

On sait, d’autre part que la quantité d’azote fixée est limitée 
dans le sol par l'énergie disponible, c’est-à-dire par la quantité de 
résidus organiques décomposables qui s’y trouvent; toutefois, 
cette énergie peut être fournie en ce qui concerne les Azoto- 
bacter par leur symbiose avec des algues. 


VII. — LA SYSTÉMATIQUE DES BACTÉRIES 
DES TUBERCULES RADICAUX 


Actuellement, il ne saurait être mis en doute que les organismes 
qui vivent en symbiose dans les tubercules des Légumineuses 
appartiennent au grand groupe des Bactériacées; mais il est cer- 
tain d'autre part que leurs caractères sont assez particuliers et 
assez constants pour justifier la création d’une tribu spéciale. 

La question de l'existence ou de l'absence d’un mouve- 
ment ciliaire n’est pas encore complètement élucidée. 

L'opinion prédominante est, cependant, que ces organismes 
possèdent un ou plusieurs flagellums: cette divergence dans l’ap- 
préciation du nombre des flagellums est assez difficile à expli- 
quer. 

Parmi les savants qui ont décrit plus'eurs flagellumes, il faut 
citer G.de Rossi (1909) pour la Bactérie isolée du Trifolium 
repens, Kellermann (1912) pour celle du Pisum satioum, du Pha- 
seolus lunatus et du Medicago sativa, de Zipfel (1912) qui signale 


1. John Percival. Agricultural Bacteriology. Second édition. London, 1920. 
p. 169 et suivantes. 
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aussi de nombreux flagellums et de Prucha (1915) qui, dans le 
Pisum sativum arvense, trouve le plus souvent six flagellums et 
parfois davantage. 

D’après ces observations qui paraissent mériter créance, la 
Bactérie des Légumineuses serait donc une espèce péritriche. 

Mais d’autres savants n’ont vu qu’un seul flagellum; ainsi, 
selon Harrison et Barlow, cette espèce serait monotriche. 

La méthode employée par ces derniers est la suivante. On 
prend une goutte de mucilage d’une culture d’agar âgée de quel- 
ques jours ou de plusieurs mois; on l’étend sur une lame et on 
laisse simplement sécher à l’air; la coloration se fait à l’aide d’une 
solution concentrée de violet de gentiane qui teint le mucilage et 
laisse, après lavage, le flagellum incolore (1). 

Cette méthode à été critiquée par Kellerman; aussi,J: Burrill et 
R. Hansen en ont-ils employé une autre, celle de Loeffler, dans 
les recherches très complètes qu'ils ont faites sur ce sujet en 

ATOUT (2). 
Le mordant est constitué de la facon suivante : 


Solution de tann'n à 20 0/0 -dans l’eau............. 10 p. 


Solution aqueuse saturée à froid de sulfate ferreux. 5 p. 
Solution alcoolique saturée de fuchsine basique.... 1 p. 


On enlève avec un fil de platine un petit fragment de la culture 
faite sur agar qu’on dilue dans une goutte d’eau stérilisée pour 
l’étendre sur une lame. Après séchage, on utilise le mordant, en 
chauffant légèrement la préparation; on lave soigneusement à 
l’eau distllée et on colore au carbol-fuchsine en chauffant légè- 
rement. 

Surles préparations ainsi obtenues, le Pseudomonas radicicola 
ne montre qu’un flagellum qui ne continue pas l’extrémité anté- 
rieure, mais qui est situé un peu sur le côté. 


1. D'après Ervin Smith, loc. cit, p. 135. 
2. Thomas J. Burril et R. Hansen, Js symbiosis poss'ble belw. Legume. 
Bacteria and non. Legume Plants (Univ. of Illinois. Agr. Exp. Stat. ; Bull, 


202, 5p.:123, 1917). 


EE 


Les photographies qui accompagnent le texte,sont très démons- 
tratives et sont de nature à emporter la conviction. 

Les auteurs font remarquer qu'ils n’ont pu observer les flagel- 
lums dans des espèces dont les colonies forment de la gomme en 
abondance, par exemple dans celles qui provenaient du Trifo- 
lium pratense, du Faba vulgaris, du Vicia villosa, du Phaseolus 
culgaris, du Melilotus alba, du Medicago sativa, du Pisum arvense, 
et du Lathyrus odoratus. La gomme se colorait trop vivement, 
empêchant toute observation utile. 

Par contre, sur des colonies se développant moins vigoureuse- 
ment et produisant peu de gomme,on obtenait des résultats posi- 
tifs (Vigna sinensis, Desmodium canescens, Genista tinctoria, Mu- 
cuna utilis, Arachis hypogoea, Baptisia tinctoria, Lespedeza 


striala, Acacia floribunda, Cassia chamaecrista, Glycine hispida et 


Amphicarpa monoica. 

Cette ïiste est impressionnante et on serait tenté de croire que 
dans les tubercules de Légumineuses, il existe des formes péri- 
triches et des formes monotriches ce qui entrainerait, si le fait 
était confirmé, la création de deux genres différents. 

Personnellement, jai eu l’impression, comme Beïjerinck autre- 
fois de l'existence d’un seul flagellum : je lai même dessiné, avant 
de connaître la bibliographie du sujet, en examinant la nuée 
de Bacilles que l’on obtient en écrasant une petite portion d’un 
tubercule jeune de Lotus corniculatus. On voit alors tous ces élé- 
ments bactériens s’agitant, se retournant, se bousculant et ma- 


première impression était qu'il s'agissait d’un véritable mouve-: 


ment : mais un examen plus prolongé et repris à diverses reprises 
dans les mêmes condit'ons sur d’autres espèces,m’a montré qu’on 
ne voyait jamais aucun élément effectuer un déplacement sensi- 
sible dans le champ du microscope; cette sorte de bousculade 
entre éléments bactér'ens tsolés d’un tubereule doit être consi- 
dérée, en grande partie du moins, comme une agitation d'ordre 
purement physique. 

Cela ne veut pas dire que la Bactérie des Légumineuses ne 
puisse donner dans les cultures et ailleurs des formes mobiles et 
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pourvues de flagellums; les observations de nombreux savants 


citées plus haut sont de nature à nous convaincre: 
Cependant, cette adhésion à l'existence d'espèces péritriches 
et d'espèces monotriches ne va pas sans quelques réserves. 

Toutes ces espèces secrètent un épais mucus; or, chez certaines 
Euglènes, on a vu ce mucus filtrer sous forme de minces fila- 
ments à travers des pores très fins de la membrane (1). Suppo- 
sons qu'il en soit ainsi chez ces Bactéries; on aurait alors l’aspect 
d'une espèce péritriche. 

Quoi qu’il en soit, le problème mérite d'être repris dans son 
ensemble, tant pour étudier la nature exacte des mouvements 
que pour établir le nombre réel des flagellums; ceux-ci, pour 
l’instant, ne peuvent guère être utilisés dans la classification. 

Il existe d’ailleurs un caractère qui prime tous les autres; c’est 
l'existence de ces filaments muqueux dont la présence est main- 
tenant indiquée dans la plupart des espèces et dont le rôle dans le 
mode d'infection est si remarquable; il n’est pas douteux que les 
organismes vivant dans les tubercules des Légumineuses doivent 
constituer une tribu spéciale des Bactériacées. 

Dès lors, on est conduit à écarter, pour des raisons diverses, 
les différents synonymes qui ont été employés pour désigner 
ces organismes. Il ne saurait être question par exemple de con- 
server l’un ou l’autre des noms de genres suivants : Phytomyxa, 


Bacillus, Bacterium, Micrococcus, Pseudomonas. On pourrait 


hésiter, il est vrai, pour raison de prior’té, entre deux appella- 
tions génériques : Schinzia et Rhizobium,toutes les deux dues à 
Frank qui a le premier parlé, en 1879, d’un Schinzia leguminosa- 
rum pour ce qu'il croyait être un véritable champignon et en 
1890, d’un Rhizobium leguminosarum, à propos duquel Ervin 
Smith constate (2) « there is some doubt whether the name Rh1z0- 
bium should apply at all to the root-nodule organism, since 
Frank stated his Rhizobium to be a Micrococcus »: je pense néan- 


1. P.-A, Dangeard, Recherches sur les Eugléniens (Le Bolaniste, Série VIII, 


1902, p. 170-171). 
2, Ervin Smith, loc. cil., p.99, 


moins que le nom de Rhizobium pourra't être conservé sans incOh- 
vén'ent. 

Cherchons d’abord une désignation qui puisse s'appliquer à 
cette nouvelle tribu des Bactér'acées, dans laquelle devront 
prendre place les organismes des tubercules radicaux. 

Le caractère principal de cette tribu est la présence de ccs fila- 
ments muqueux contenant la forme ‘niliale bactérienne, fila- 


ments qui, malgré leur forme et leur comportement, sont tota- 


lement différents des hyphes d’un Champignon : Vuillemin, pour 
marquer cette ressemblance toute superficielle, propesa:t de les 
désigner sous le‘nom d’« hyphoïdes ». 
On pourra‘ t partir de là pour donner à la tribu en quest'on 
le nom d'Hyphoïdées. jones 
Cette tribu devra-t-elle comprendre plus'eurs genres? Oui, 
évidemment, s’il ex'ste des espèces péritriches d’une part et des 


formes monotriches de l’autre; maïs, en attendant que la ques-. 


tion soit tranchée définitivement,on en est réduit aux hypothèses; 
celles-c1 sont au nombre de trcis : 

19 Il n'existe qu’une seule espèce, extrêmement SO One 
produisant chez les Légumineuses ces tubercules radicaux dont 
le rôle est si important. ; 

20 Il existe plusieurs espèces de Bactéries ayant cette pro- 
priété; chacune s'attaque à une Légumineuse déterminée, tou- 


jours la même, ou à un groupe plus ou moins étendu de-genres 


différents et d'espèces. 

39 La même Légumineuse peut héberger dans ses tubercules 
plusieurs espèces de Bactéries symbiotiques à la fois. ï 

La première hypothèse n’est guère vraisemblable; la tendance 
générale en systématique à partout conduit à créer de petites 
espèces, « espèces jordanniennes ». Les Bactéries des Légumi- 
neuses ne sauraient échapper à ce mouvemerit de d' slocation 
qui paraît dès maintenant nécessité par des faits probants. 


Cest ains' que le Soja hispida, originaire du Japon, a été cul-. 


tivé en Europe pendant plusieurs années sans produire de tuber- 
cules; :! à fallu, pour que ceux-ci apparaissent, que l’espèce de 
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Bactérie spéciale à cette plante, fut apportée dans les cultures 
avec un peu de terre. 

On se trouve done manifestement en présence de deux espèces 
au moins; ces deux espèces sont, d’après Hiltner et Stormer le 
Rhizobium radicicola qui vit sur les Pisum,Vicia, Lathyrus, Pha- 
seolus, Trijolium, Medicago, Anthyllis, Onobrychis et Robirua; 
la seconde espèce, Rh. Berjerinckit se développe sur les Soya, les 
Lupinus et les Ornithopus. 

D’autres savants, comme Schneider, ont décrit un plus grand 
nombre d'espèces; mais celles-ci sont insuffisamment caracté- 
risées et les résultats sont contradictoires. 

L'existence de plus'eurs espèces distinctes de Bactéries ressort 
nettement soit de l’emploi de la méthode sérologique, soit des 
expériences d’inoculation. 

C’est Zipfel (1) qui, en 1912. a utilisé dans le cas actuel les pro- 
priétés d’agglut'nation dont on se sert en Bactériologie pour 
reconnaitre les espèces, en particulier celle qui cause la fièvre 
typhoïde ; sa conclusion fut que les Bactér'es des tubercules ne 
sont pas des variétés d’une même espèce, mais constituent des 
espèces distinctes. 

Deux ans plus tard, Klimmer et Krüger (2), employant d’une 
part les phénomènes d’agglutination et contrôlant par la mé- 
thode du complément, ont étudié dix-huit Légumineuses qui leur 
ont fourni neuf espèces nettement caractér'sées. 

Ces espèces correspondent assez exactement à celles que J'ai 
reconnues moi-même dans ce travail; :! me semble donc utile de 
les rappeler 1ci : 

La première espèce se rencontre sur les Lupinus luteus, L: 
perennis, L. angustifolius, Ornüthopus sativus. 

La seconde, sur Melilotus alba, Medicago lupulina, M. sativa, 
Trigonella foenum-graecum ; 


x 


1. Zippel, Beitr. z. Morph. und Biol. der Knôllch. der Lequm. (Centr. f. 
Bakt. 2 Abt. 1912). 

>. Klimmer und Krüger, Sind. die beiden versch. Leqçuminosen gefund. 
Knôll. artverschieden ? (Centr. f. Bak. 2 Abt., t. 40, 1914, p 256). 
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La troisème, sur Lotus uliginosus, À nthyllis vulnerarta, T'etrà- 
gonolobus purpurea. 

La quatrième, sur Pisum arvense. Vicia sativa. 

La cinquième sur Vicia Faba. 

Les quatre autres espèces se développent respectivement sur 
Trifolium pratense, Phaseolus vulgaris, Soja hispida et Onobry- 
chis sativa. 

Les essais d’inoculation, entrepris avec des cultures pures, 
malgré les nombreux aléas que la méthode comporte, fournissent 
également de précieuses Indications. 

Je citerai, tout d’abord, les remarquables recherches de Harri- 
son et Barlow (1) qui ont indiqué la meilleure technique pour 
obtenir des cultures pures, permettant emploi des inoculations 
cro'sées. | 

Ces savants ont, en effet, reconnu, après de nombreux essa's, 
que les cultures réussisaient particulièrement bien, soit dans un 
liquide contenant de l’eau, des cendres de bois et du maltose, ou 
encore dans un milieu solide où le liquide précédent est addi- 
tionné de gélose et occasionnellement de phosphate monopotas- 
sique. 

Voici la formule de trois Hiquides pouvant être employés avec 
STICCÈS : 

19 1.000 centimètres cubes d’eau distillée; 15 grammes de cen- 
dres de bois. 

20 400 centimètres cubes de la solution ci-dessus filtrée, avec 
4 grammes de maltose. 

30 200 centimètres cubes de la première solution, avec 100 cen- 
timètres cubes d’eau distillée et 3 grammes de maltose. 

Ces trois solutions doivent être stérilisées soit à l’autoclaye, 


soit autrement, ensuite filtrées, mises en tubes et stérilisées à 


nouveau. 
Le milieu solide est obtenu par addition de gélose : 1.000 cen- 
timètres cubes d’eau pour 4 à 20 grammes de maltose, de 0 à 


1. Harrison and Barlow, The nodule organism oj the Leguminosae (Centr. 
jf. Bakl., 2 Abt,, Bd XIX, 1907, p. 264). 
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50 grammes de cendres de bois, de 7,5 à 15 grammes de gélose et 
de 5 à 10 grammes de phosphate monopotassique s' ce dernier est 
employé. 

On stérilise les tubercules dans un liquide formé de : 


Eau distillée....:...... nette: 500 ce. 
Bichlurure de mercure...... A LR ce AMD 
ACC Cho VATIQUEME ER ER 2, 5CC 


L'immersion totale ne doit pas durer plus de deux à trois mi- 
nutes pour les petits tubercules; elle peut être d’une demi-heure 
pour les plus gros. 

Harr'son et Barlow ont obtenu ainsi de nombreuses colonies 
de microbes provenant de Légum neuses appartenant à quatre 
tribus différentes : Trifoliées, Hédysarées, Vic'ées, Phaséolées. 

Ces colon'es leur ont servi à pratiquer des inoculâtions sur 
diverses germ nations; ces germinations provenaient de graines 
prises à l’intérieur de gousses stérilisées dans une solution de 
bichlorure de mercure à 1 pour 1000; ces graines étaient amenées 
à un commencement de germination dans de l’eau bouillie avec 
toutes les précautions d’asepsie nécessaires et transportées ensuite 
dans le milieu cendre-maltose-agar. 

Dans les flacons inoculés, :ly avait, en général, production de 
nodules au bout d’un mots ; ces nodules furent obtenus chez 
Phaseolus vulgaris, Vicia villosa, Pisum sativum et Glycine his- 
pida; la végétation de la plante était vigoureuse et continuait 
jusqu’à la fin de l'expérience; elle s’arrêtait de bonne heure dans 
les flacons témoins. 

La contamination croisée n’a pas été observée : ainsi lorsqu'un 
Pois et une Vesce germaient dans un même flacon inoculé avec 
une colonie provenant d’un Vicia, seule la Vesce produisait des 
nodules; de même, si un Haricot et un Pois se trouvaient ensem- 
ble dans un flacon inoculé avec une colonie provenant du Pois, 
les nodules apparaissaient seulement sur le Pois. 

Ces résultats plaident donc fortement en faveur d’espèces dif- 
férentes de Bactéries dans les tubercules, espèces en rapport avec 


la Légumineuse elle-même. 
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Les expériences nombreuses de J. Burr!ll et R. Hansen nous 
font pénétrer plus avant dans le sujet. 

Ces savants commencent par obtenir des cultures pures en 
s'adressant à de nombreuses Légumineuses: comme milieu nutri- 
tif, ils utilisent de préférence la gélose mélangée à des cendres de 
bois suivant le procédé et les méthodes indiquées par Harr:son 
et Barlow. 

En possession de cultures pures, ils entreprennent de nom- 
breuses inoculations croisées. d 

Si nous consultons le tableau 9, page 135, loc. cil.,nous consta- 
tons que la Bactérie isolée du Pois, ne contamine, en dehors du 
genre Pisum, que des Lathyrus, des Vicia et le Lens esculenta; 
que celle en provenance des Cassia, produit des tubercules sur 
l’Arachis' hypogæa,le Baptisia tinctorria, les Desmodium, le Genista 
tinctoria, etc.; par contre, la Bactérie du Trifolium ne s'attaque 
qu'aux diverses espèces de Trèfles et 1l en est de même de celle 
du Haricot qui n’a provoqué la formation de nodules que sur des 
espèces appartenant au genre Phaseolus; même observation pour 
le Robinia et la Glycine dont les Bactéries se sont montrées inac- 
tives pour d’autres genres de Légumineuses; par contre, la Bac- 
térie des Medicago sativa et lupulina contamine le Melilotus alba 
et inversement; celle du Lupin est commune à l’Ornithopus per- 
pusillus; enfin, celles de l’Amphicarpa monoica, de l’Amorpha 
canescens, du Strophostyles helvola semblent confinées aux genres 
qui les produisent. 

En s'appuyant sur le résultat de leurs expériences, Les auteurs 


‘établissent onze groupes de Légumineuses dont les Bactéries ne 


sont pas interchangeables d’un groupe à l’autre; ces propriétés 
constituent, peut-être, disent-ils, une base légitime .pour la 
croyance en espèces distinctes parmi les Bactéries des tuber- 
cules. Néanmoins, du fait que ces Bactéries se ressemblent entre 
elles et que, d’autre part, elles diffèrent profondément des autres 
Bactériacées, :l leur paraît cependant qu'il est préférable de les 
considérer comme des variétés adaptées d’une seule espèce, le 
Pseudomonas radicicola (loc. cit., page 140). 
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Cette opinion avait déjà été formulée par Simon en 1914 à pet 
près dans les mêmes termes : « thé root bacteria of legumes are 
rather to be conceived as more or less constant adaptations of 
the species Bacillus radicicola » (1). 

Ainsi, en face des mêines faits, des mêmes résultats, les uns ad- 

_ mettent l'existence de plusieurs espèces parmi les Bactéries des tuber- 
cules, alors que les autres considèrent celles-ci comme de simples 
variétés adaptées d’une seule espèce. | 

On pourrait, en effet, croire qu'il s’agit de simples variétés si 
le passage de l’une à l’autre avait été observé, si une transforma- 
tion quelconque avait été suivie; mais tout indique qu'il n’en 
est rien et que ces prétendues variétés transmettent intégrale- 
ment leurs caractères d’inoculation limitée et leurs propriétés 
culturales. 

C’est ainsi, par exemple, que J. Burrill et R. Hansen qui ont 
distingué dans leurs cultures trois groupes d’après l'aspect et la 
nature des colonies, affirment que des cultures, après deux ans, 
donnaient naissance à de nouvelles colonies en tout point sem- 
blables à celles qui provenaient directement des tubercules (loc. 
cit, p. 139). ; 

Les trois groupes établis d’après les caractères apparents des 
cultures sont les suivants sur milieu gélose-cendres de bois. 

GrouPE I. — Les organismes compris dans ce groupe se déve- 
loppent lentement; la strie d’inoculation est de couleur sombre : 
les colonies sur plaques sont particulièrement de croissance lente; 
elles ne sont pas visqueuses au toucher et s'étendent facilement 
dans l’eau sous la lamelle. Les flagellums se voient facilement, 
car il existe peu de gomme pour gêner l’observation. Ce groupe 
comprend les Vigna, Cassia, Acacia, Lespedeza, Desmodium, 
Baptisia, Genista, Arachis, Mucuna, Glycine et Amphicarpa. 

Groupe Il. — La croissance est plus rapide que dans le pre- 
mier groupe; d’abord modérée, ensuite abondante, avec très peu 


1, Simon, Ueber de Verwand. d. Legum. Wurzel-bact. (Centr. f. Bakt. 2 Ab. 
Al; p. 470-479). 
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de tendance à l’extension en surface; la strie est surélevée, bril- 
lante, opaque et de couleur verte; les colonies, quoiqu’elles ne 
soient point en général gluantes au toucher,renferment cependant 
beaucoup de gomme, ce qui gêne considérablement dans la 
recherche des flagellums, Welilotus, Medicago, Trigonella. 

Groupe III. — La croissance est très rapide, avec forte ten- 
dance à l’expansion en surface; la strie d’inoculation est aqueuse, 
semi-translucide, tout à fait différente de celle du groupe II dans 
laquelle la végétation est opaque; d’ailleurs, la surface elle-même 
est moins brillante. Plus tard, les organismes sont tout à fait vis- 
queux et en général tout à fait gluants au toucher; la quantité 
considérable de gomme empêche la coloration des flagellums et 
a pour effet de grouper ces organismes en zooglées qui ne peuvent 
être facilement étalées sous la lamelle. Ce groupe comprend les 
Vicia, Pisum, Lens, Lathyrus, Trifolium, Phaseolus et Stropho- 
styles (loc. cit., p. 139). 

Plutôt que de souscrire à la présence d’une seule espèce de Bac- 
térie, 1l faudra, sans doute, à brève échéance, se résoudre à for- 
-mer deux genres distincts, si l'existence d'espèces monotriches et 
d'espèces péritriches se trouve confirmée. Ces deux genres, d’après 
ce que l’on peut prévoir actuellement,correspondraient sensible- 
ment, d’une part aux espèces qui sécrètent une abondante géla- 
tine et d’autre part,aux espèces qui en forment peu, c’est-à-dire, 
en fin de compte aux Bactéries du Groupe I et du Groupe I. 

Mais avant d’en arriver là, il faut se borner pour l'instant, à 
essayer de caractériser un petit noyau d’espèces bien distinctes, 
auxquelles on rattachera toutes les autres, lorsqu'elles seront 
mieux connues; pour ce travail, il faut tenir grand compte de 
tous les essais d’inoculation croisée et des résultats de la méthode 
Sérologique, mais surtout de la structure, du développement et 
du mode d'évolution. 

En utilisant les documents nombreux contenus dans ce mé- 
moire, on peut proposer la création d’un certain nombre d’espèces 
nettement distinctes; la difficulté est de choisir un nom de geme 


approprié puisque ceux qui ont été employés jusqu'ici ne con- 
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viennent plus : Phytomyxa; Bacillus, Bacterium, Micrococcus, 
Pseudomonas, etc. 

Notre préférence va à l’adoption du nom générique de Rhizo- 
bium. 

J'ai indiqué précédemment la nécessité d'établir une tribu 
Spéciale dans les Bactériacées pour les Bactéries qui provoquent 
la formation des tubercules radicaux des Légumineuses ; il m'a 
paru que le nom d’'Hyphoïdées conviendrait très bien,à cause de 
ces filaments muqueux, ayant l'apparence d’un mycélium et 
que Vuillemin a baptisé du nom d'Hyphoides. 

La classification s’établirait ainsi qu’il suit : 


Tribu des HY PHOIDEAE 


‘Organismes faisant partie du grand groupe des Bactériacées. 
Tribu caractérisée par l’existence de filaments muqueux ayant 
la valeur et la structure de zooglées; ces filaments se comportent 
comme des hyphes de champignons d’où leur nom d’hyphoiïdes; 
ils pénètrent à l’intérieur des tissus des jeunes racines à partir 
des poils absorbants en suivant, pour une part, les méats Inter- 
cellulaires et pour une autre part, en traversant directement 
les cellules; ces filaments envoient dans certaines cellules des 
branches d'infection qui déversent à l’intérieur du cytoplasme 


” 


les éléments bactériens contenus dans ces zooglées. 


GENRE RHIZOBIUM 


Caractères de la tribu : devra être sans doute subdivisé plus 
tard si l’existence d'espèces monotriches et d'espèces péritriches 
est confirmée. Les principales espèces pouvant être admises 
actuellement comme suffisamment établies sont : 


1° Rhizobium Trifolii Sp. nov. 


Filaments muqueux larges, à branches d'infection renflécs cn: 
une grosse sphère ou terminées par deux ou trois ampoules dis- 
posées en chainettes ou en capitules. Bactérics facilement visibles 
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à l'intérieur de ces zooglées; lors de leur mise en liberté, elles ont 
un diamètre de 1 w environ sur 2 4 de longueur. 

Cette forme initiale grossit et s’allonge en poire à queue plus ou 
moins allongée selon qu’elle provient de longs bâtonnets ou de 
formes plus ramassées; on a finalement des sphérules ou des cor- 
puscules ovoïdes de 3 à 4 u de diamètre qui remplissent les cellules 
parasitées. 

L’hématoxyline ferrique permet de distinguer parmi ces sphé- 
rules des formes entièrement chrometiques et d’autres qui, ayant 


perdu progressivement leur chromatine, sont incolores; au centre 


de ces sphérules, on distingue fréquemment un corpuscule noir, 
simulant un noyau; lorsque deux corpuscules restent associés, 
surtout si l’un d’eux est plus petit, on croirait avoir affaire à une 
Levure en bourgeonnement. : 

Bactéroïdes absents ou extrêmement rares s'ils existent. 

Cet organisme d’après les essais d’inoculation croisée de J. Bur- 
rill et R. Hansen ne contamine que des Trèfles ; les essais ont porté 
sur Trifolium pratense perenne, Trifolium hybridum, Trifolium 
incarnatum, Trifolium alexandrianum, Trifolium repens, Trifolium 
medium; elle appartient au groupe I des mêmes auteurs, dans 
lequel la production abondante de gélatine empêche de voir les 
flagellums. 

La méthode sérologique conduit aussi à considérer la Bactérie 
des Trèfles comme une espèce distincte (Klimmer et Krüger). 


2° Rhizobium poivmorphum sp. nov. 


Tubercules simples ou dichotomes, quelquefois très ramifiés. 
Filaments muqueux particulièrement faciles à déceler, soit sur le 
vivant, sans l’aide d'aucun réactif, soit avec une simple colora- 
tion vitale au bleu de Crésyl,soit après fixation et emploi de l’hé- 
matoxyline ferrique; dans ce dernier cas, les Bactéries sont très 
visibles dans les zooglées. 

Les dimensions de la forme initiale sont en général de 0 u 8 
comme diamètre sur une longueur de 2 u ? 


on 


Ordinairement,ces bâtonnets donnent naissance à des formcs 
plus développées, simples ou ramifiées; le nombre des Bacté- 
roides est parfoïs considérable; comme dernier stade de l’évolu- 
tion, on observe des sphères de 3-à 4 x de diamètre; l’iode les 
colore en jaune acajou; sur les plus grosses, on constate l’exis- 
tence d’une membrane épaisse; ces sphère sont isolées, groupées 
par deux, associées en chaïînettes droites ou recourbées, ou encore 
réunies en agrégats très irréguliers. 

Parfois la forme initiale se transforme directement en petites 
Sphérules ayant comme diamètre 1 x 5 et ressemblant tout à fait 
à des microcoques. | 

Dans d’autres cas, les bâtonnets conservent leur forme et ils 
se groupent dans les cellules parasitées en zooglées arrondies rem- 
plissant les cellules. On observe aussi dans l’évolution des Bacté- 
roïdes un phénomène curieux, mais assez rare; si ce Bactéroïde 
est à deux branches, chacune des branches se renfle.et à l’intérieur 
de chaque renflement, itse produit une sphérule réfringente ayant 
1 x de diamètre et qui m’a paru être une véritable spore endogène: 
avec quatre branches, 1l y a formation de quatre de ces spores par 
Bactéroïde. Comme les limites de ces Bactéries ramifiées devien- 
nent indistinctes par la suite, on ne voit plus finalement que ces 
petites spores endogènes. 

Gette espèce, comme on le voit, est extrêmement polymorphe 
et les différents états sous lesquels elle se présente sont dus, en 
partie du moins, aux réactions de la cellule hospitalière; c’est 
aussi l'une des plus répandues. 

D’après Burrill ct Hansen, cette Bactérie du Pois est commune 
aux Vicia pillosa, Vicia saliwa, Vicia angustifolia, Vicia dasie- 
carpa, Faba vulgaris, Lens esculenta, Lathyrus odoratus, Lathyrus 
latifolius. 

Je n° serais nullement surpris cependant si cette espèce devait 
être démembrée plus tard. 

En effet, Harrison et Barlow, dont les recherches présentent 
également un grand intérêt, ont constaté que si un Pois et une : 
Vesce croissent ensemble dans un même flacon, ayant été ino- 
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culé avec la Bactérie isolée de la Vesce, les nodules ne se forment 
que sur les racines de la Vesce. 

Ce fait est bien curieux et il devra être vérifié, car,s’il se confir- 
mait, il viendrait à l'encontre des conclusions de Burrill et Han- 
sen; le démembrement de lespèce s’imposerait, 

J’ajouterai que si l’étude des formes qui habitent les tuber- 
cules de Pisum, de Vicia, de Lathyrus donne bien l'impression 
d’une même espèce, il n’en est pas tout à fait de même de la Bac- 
térie du Faba vulgaris qui me paraît devoir être séparée de la 
précédente. | 


30 Rhizobium Fabae $p. nov. 


Dans cette espèce, les filaments muqueux se colorent facile- 
ment; ils sont larges, renferment plusieurs files d'éléments bacté- 
riens et traversent fréquemment plusieurs cellules en ligne droite. 

Cette Bactérie possède une forme initiale presque sphérique 
d’un diamètre de 1 y à 1 u 5; elle est parmi les plus grosses; elle 
donne naissance à de nombreux Bactéroïdes; j’ai vu un grand 
nombre de spores endogènes dans ces éléments à la fin de dé- 
cembre 1925. 

Je n’ai jamais rencontré, à aucun moment, dans les tubercules 
de Faba vulgaris ces nombreuses sphères qui terminent l’évolu- 
tion chez le Rhizobium Trifolii et le Rhizobium polymorphum. 

On doit souhaiter que des essais d’inoculation croisée soient 
repris avec des cultures isolées du Faba vulgaris; la méthode 
sérologique plaide en faveur d’une espèce distincte (Klimmer et 
Kruger) et' mes observations conduisent à la même conclusion. 


4 Rhizobium Meliloti sp. nov. 


Filaments muqueux de largeur variable contenant un ou plu- 
sieurs rangs de Bactéries : rameaux d'infection avec grosse sphère 
muqueuse se dissolvant pour mettre en liberté les bâtonnets; 
ceux-ci ont à peine 1 4 de diamètre sur 2 y de longueur. 

97 Q x Q Q 2 A : 

L'évolution dans cette espèce est simplifiée; les bâtonnets gros- 


sissent et s’allongent, atteignant parfois 5 à 6 w; certains d’entre 
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eux se transforment en Bactéroïdes; sous l'influence de la diges- 
tion cellulaire, bâtonnets et Bactéroïdes deviennent incolores ; 
quelques-uns seulement restent plus où moins chromatiques. 
Gette espèce, jusqu'ici, ne m’a.jamais montré une transforma- 
tion en sphérules; à cet égard, elle se rapproche de la Bactérie 
du Faba vulgaris. 
. Le Rhuizobium Meliloti correspond au groupe IT de Burrill et 
Hansen; ces savants ont réussi l’inoculation croisée avec Melilo- 
tus. alba, Melilotus officinalis, Melilotus indica, Medicago sativa, 
Medicago-falcata, Medicago hispida, Medicago lupulina, Trigo- 
nella fœnum-graecum. 


50 Rhizobium Loti sp. nov. 


Tubercules arrondis en sphères sur des racines très riches en 
amidon,; filaments muqueux et branches d'infection assez larges. 

Bacilles très probablement monotriches, avec flagellum à 
l'avant; globule brillant visible avec le rouge neutre. Diamètre 1 u 
à peine; longueur variable de 2 à 4 u; bâtonnets parfois arqués 
ou recourhés en croissant; quelques Bactéroïdes. | 

Je n’ai trouvé que ces formes dans les tubercules de Lotus cor- 
niculatus et de Lotus uliginosus examinés fin août dernier, il se 
produisait une digestion intene de l’amidon et de la masse des 
Bactéries qui se trouvait peu à peu réduite, dans les grandes cel- 
lules hypertrophiées,à une masse irrégulière et finalement à une 
sphère résiduelle. 

Ce développement simplifié m'a surpris, car j'avais observé 
auparavant, en mai et juin, une autre évolution; les grandes ccel- 
lules hypertrophiées étaient remplies de sphérules bactériennes 
provenant de bâtonnets qui se renflaient à une extrémité, alors 
que l’autre extrémité était résorbée; ces sphères étaient à content 
chromatique ou granuleux, à contour net; elles se trouvatent 
rapprochées les unes des autres ou incluses dans une geléealbumi- 
noïde provenant de l’action destructrice de la cellule hospitalière. 

On pourrait conclure de là qu’il s’agit de deux espèces diffé- 


— 196 — 


rentes: mais je crois plutôt à une modification dans l’évolution 
bactérienne, en rapport avec l’état de végétation et l’époque de 
l’année. | 

Je ne me suis d’ailleurs décidé à créer cette espèce que pour per- 
mettre d'associer sa présence à la richesse exceptionnelle des 
racines de Lotus en amidon. 

Beijerinck plaçait cette Bactérie dans son deuxième groupe, 
celui des Phaseolus; à mon avis, les essais d’inoculation croisée 
qui ne pourront manquer d’être entrepris sur cette espèce, la 
rapprocheront plutôt dù Rhizobium polymorphum de la Vesce, 
du Lathyrus, etc. 

Il m'a paru que les Lotus utilisent particulièrement bien, en la 
digérant, la masse des Bactéries renfermée dans les tubercules; 
chaque cellule parasitée se remplit d’une gelée albuminoïde qui 
est solubilisée et utilisée par la plante. 

À placer peut-être au voisinage de celle-ci,la forme qui vit dans 
les tubercules du Tetragonolobus siliquosus. 


60 Rhizobium simplex sp. nov. 


On peut désigner sous ce nom la Bactérie.qui provoque la for- 
mation des tubercules dans le Sainfoin (Onobrychis sativa): les 
filaments muqueux rappellent ceux que l’on trouve dans les 
Vicia et les Lathyrus; les branches d'infection sont fréquem- 
ment renflées en sphère. | 

La forme initiale en bâtonnet est très petite O0 u 7 sur 1 u 


ou 1 y 5; elle se transforme en sphérules qui remplissent les cel- 


_lules parasitées; le diamètre de ces sphérules ne dépasse guère 


1 4 5; quelques-unes restent associées par deux. 

Je n’ai pas rehcontré d’autres stades d'évolution que ceux qui 
sont intermédiaires entre les bâtonnets et les sphérules. 

La méthode sérologique avait déjà conduit Klimmer et Krü- 
ger à supposer qu’il s'agissait 11 d’une bonne espèce. 
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70 Rhizobium torulosum sp, nov. 


Cette espèce a d’abord été étudiée chez le Sarothamnus sco- 
parius ou Genêt à balais; elle produit sur les racines des tuber- 
cules simples, lobés ou digités. 

Les bâtonnets ont à peine 1 x de diamètre sur 2 u de longueur 
au début; ils s’allongent jusqu’à atteindre 4 u; le corps est, con- 
trairement à ce qui existe dans la plupart des Bactéries, très 
déformable, fréquemment contourné en virgule, en S ou en U, 
irrégulièrement renflé à l’une des extrémités ou noduleux; le der- 
nier stade qui est loin d'être toujours atteint, montre de petites 
sphères chromatiques ou achromatiques de 2 u de diamètre 
environ ou encore de gros bâtonnets courts de même dimension. 

Les Bactéroïdes, s'il en existe, doivent être rares chez le Saro- 
thamnus. Je n’ai pas vu de différence sensible entre cette Bactérie 
et celle qui vit dans les tubercules de lAjonc (Ulex europoeus); 
les dimensions de celle-ci sont les mêmes et le corps est défor- 
mable, légèrement toruleux, ce qui me paraït assez bien différen- 
cier cette espèce de la plupart des autres; seulement 101, j'ai 
observé quelques formes romifiées ou Bactéroïdes. 

Cette espèce n’a pas été jusqu'ici l’objet d'essais d’Inoculation; 
on ignore donc son extension possible à d’autres Légumineuses. 

Il sera intéressant de la comparer à celle du Genista linctoria 
qui est très ubiquiste, puisqu'elle produit Selon Burrill et Han- 
sen, des tubereules chez un grand nombre de genres de Légumi- 
neuses les plus différents : Acacia, Desmodium, Baptisia, Mucuna, 
Lespedeza, Arachis, Cassia, Vigna. 


8° Rhizobium Phascoli Sp. nov. 


Tubereules non ramifiés, arrondis, d'aspect marbré quand ils 
sont âgés. Filaments muqueux étroits ne contenant assez souvent 
qu’une file de Bactéries; gaine gélatineuse stimulant une mem- 
brane; branches d'infection peu visibles par suite de la faible 
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quantité de mucus formant la zooglée; celle-ci se distingue sur- 
tout par l'orientation en files des Bactéries sur un ou deux rangs. 
Forme initiale : diamètre 0 w 8; longueur 1 5à2u. 


Cette espèce conserve jusque dans les tubercules âgés sa forme 


en bâtonnets; le diamètre ne dépasse jamais guère 1 x, mais on 
observe, selon les tubercules,une proportion plus ou moins grande 
de formes plus allongées atteignant 5 à 6 u; absence de Bacté- 
roides. 

Cette espèce est remarquable, en ce sens que son habitat dans 
les tubercules semble ne modifier en rien son développement 
et si l’on écrase un tubercule âgé, il se dégage une nuée de Bac- 
téries en bâtonnets qui ne diffèrent pas de celles qu’on obtient 
avec un tubercule jeune. 

Les essais d’inoculation croisée n’ont donné de résultats 
qu'avec les espèces appartenant au genre Phaseolus : P. vulgaris, 
P. angustifolia, P. multiflorus (Burrill et Hansen). 

Il s’agit donc bien iei d’une excellente espèce, ainsi que l’ob- 
servation dans son habitat normal le faisait prévoir. 

La méthode sérologique avait conduit Klimmer et RES à 
une conclusion identique. 


90 Rhizobium minimum sp.n0v. 


Tubercules d’abord arrondis devenant par la suite très irré- 


guliers avec tendancé à entourer la racine; nombreuses médulles 


secondaires sans cellules intermédiaires. 

Filaments muqueux extrêmement fins compris dans la lamelle 
moyenne de la membrane cellulaire, avec une seule file d’élé- 
ments bactériens : rameaux d'infection de même nature:un jeu 
plus tard, ces filaments se colorent en noir par l'hématoxyline 
ferrique; exceptionnellement, j'ai rencontré dans un tubercule 
un réseau intercellulaire formé de zooglées filamenteuses assez 
larges; il s’agit d’une anomalie que j’ai figurée (pl. XXII, fig, 12: 
13). 

La forme initiale est la plus petite que je connaisse 0 u 5 sur 
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1 3 par la suite, le diamètre augmente légèrement et certains 
bâtonnets peuvent atteindre 5 à 8 u de longueur, alors que ie 
tres ne dépassent pas 2 et 3 LE 

Ces Bactéries renferment un ou deux globules brillants et aussi 
un plus ou moins grand nombre de petits granules disposés en file 
et colorés en rouge par le rouge neutre. 

La proportion des Bactéroïdes est très variable; ils sont par- 
fois, dans certains tubercules, aussi nombreux que les bâton- 
nets ordinaires; lorsqu'ils sont très ramifiés, leur forme rappelle 
celle des Vicia avec des sortes d’arbuscules. 

Cette espèce du Lupin, comme celle qui vit sur le Haricot et 
avec laquelle elle a des points communs, semble très bien s’ac- 
commoder de son habitat : bâtonnets et Bactéroïdes ne subis- 
sent aucune digestion apparente et une section dans un tuber- 
cule même âgé, laisse toujours échapper dans l’eau une nuée 
de bâtonnets et de Bactéroïdes. 

. La Bactérie du Bupin qui a été inoculée (Burrill et He à 
de nombreux genres de Légumineuses, n’a produit de tubercules 
radicaux que sur l’'Ornüthopus sativus. 

La méthode sérologique avait déjà conduit Klimmer et Krü- 
ger à considérer que les tubercules de Lupinus perennis,L. luteus, 
L. angustifolius et ceux de l’Ornithopus sativus étaient formés 
. par la même espèce de Bactérie. 

Je n’'insisterai pas davantage ici sur la Systématique de cette 
tribu si curieuse de Bactériacées; dès maintenant, il me parait 
certain que de nombreuses espèces viendront s'ajouter dans un 
avenirrécent aux précédentes ; elles devront être établies en s’ap- 
puyant d’une part sur de nombreuses expériences d’inoculation 
croisée, sur le comportement de l'organisme à l’intérieur des tuber- 
cules, sur la forme et les propriétés des colonies en culture pure. 

En attendant, on peut considérer déjà comme bonnes espèces 
devant s'ajouter aux précédentes celles dont les Bactéries ne 
produisent de tubercules que sur la sorte de Légumineuse qui les 
fournit, alors que cette plante se refuse d’autre part à des Ino- 
culations croisées. 


ji 
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C’est le cas du Rhizobium Sojae sp. nov. qui vit dans les tuber- 
eules de Soja hispida et aussi, semble-t-il, des Bactéries qui habi- 
tent les tubercules du Robinia pseudo-acacia, de l'Amphicarpa 
monoïca, de l'Amorpha canescens, du Strophostyles helvola (expé- 
riences d’inoculation croisée de Burrill et Hansen). ; 

La tribu des Hyphoïdées n’a pu être créée qu’à la suite de 
l’étude très complète qui a été faite dans ce mémoire de la nature 
des filaments muqueux et de leur rôle exact dans la contamina- 
tion des cellules; cette démonstration n'allait pas sans difficultés 
puisque d'excellents observateurs comme Burrill et Hansen, refu- 
saient encore en 1917 le caractère « zooglée » aux filaments pour 
lesquels 1ls écrivaient : « À possibility is that they are due to 
unusually stimulated bacteroids or to a number of bacteroids 
which fail to divide, but remain attached with the resorption of 
the cell wall between ». Loc. cit., p. 144. 

De même, l'adoption de inde espèces A parmi 


les Bactéries des Légumineuses, n'ira pas sans difficulté; on se 


heurte en effet à un très fort courant d'opinion, d’après lequel 
il s’agit d’un organisme unique, possédant de simples variétés 
adaptées plus ou moins étroitement à chaque plante. 

On pourrait même faire disparaitre, dit-on, ce caractère d’adap- 
tation limitée par un passage de deux semaines de la Bactérie en 
un milieu dépourvu d’azote : c’est ainsi que Moore, après une cul- 
ture de ce genre effectuée avec le Pisum satioum, aurait pu provo- 
quer avec la Bactérie du Pois, la formation de tubercules chez de 
nombreux genres. De leur côté, Nobbe et Hiltner auraient obtenu, 
sans la précaution précédente, une formation de nodules chez le 
Haricot, avec la Bactérie du Pois et inversement. 

Toutes ces observations, y compris celles de Laurent qui, avec 
la Bactérie du Pois, aurait inoculé fructueusement 30 espèces 
différentes de Légumineuses, doivent être reprises avec soin; 
elles sont déjà contredites en partie, par les expériences de Bur- 
rill et Hansen. 

L'avenir, ici comme ailleurs, est aux petites espèces succédant 
aux grandes ou les expliquant; chez les Phanérogames, les espèces 
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jordanniennes sont venues compléter l’idée que l’on se faisait de 
l'espèce linnéenne; les cultures pures de Chodat chez les Algues, 
nous font mieux comprendre aussi ce qu'est réellement l'espèce 
au sens large chez ces organismes, 


VIII. — LA CONTAMINATION ARTIFICIELLE DES LÉGUMINEUSES 


Le sol renferme une quantité considérable d'organismes infé- 
rieurs qui y vivent et s’y multiplient; ce sont des Mucédinées, des 
Levures, des Protozoaires, des Algues,des Bactériacées : ces der- 
nières sont extrêmement abondantes et leur rôle dans la fertilité 
plus ou moins grande d’une terre est extrêmement important. 

On a fait des expériences d'analyse bactériologique du sol, 
comme on réalise chaque jour des analyses bactériologiques de 
l’eau et des poussières de l’air; ces analyses ont été quantitatives 
et qualitatives. 

Les analyses quantitatives ont fourni des résultats surprenants : 
c’est ains! que Remy, cité par Percival (1) a trouvé dans un 
gramme de terre arable de 6 à 10 millions de Bactéries et un demi- 
million de Mucédinées; un sol pauvre, sablonneux, ne fournis- 
sait que 200 à 450.000 Bactéries et 45 à 168.000 Mucédinées. 

Selon d’autres analyses, les sols ordinaires renferment une 
quantité de Bactéries qui varie de Î à 6 millions. 

On comprend que ces chiffres varient considérablement avec la 
profondeur, le degré d’aération et d'humidité, la nature plus ou 
moins compacte du sol, la température ,etc. Houston a trouvé 


1.688.000 Bactéries dans un gramme de terre pris à la surface du” 


sol; à la profondeur d’un pied, ce nombre était descendu à 
1.100.000, à 3 pieds, il n’était plus que de 174.000 et à 6 pieds 
au-dessous de la surface, ce nombre était réduit à 410. 

D’autres analyses ont prouvé qu’à une profondeur de 3 ou 
4 pieds au-dessous de la surface.il n'existe plus dans certains sols 
aucun organisme vivant. 


#5 John Percival, Agricultural Bacteriology, p. 119. 
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L'apport de fumiers augmente considérablement, pour un 
temps limité, le nombre des Bactéries du sol qui peut alors at- 
teindre 50 à 120.000 mill‘ons par gramme de terre. 

On a remarqué que certaines cultures favorisent la multipli- 
cation des Bactéries plus que d’autres; c’est ainsi que Stohlau 
et Ernest, en un cas, ont trouvé, après une récolte de Trèfle, 
6 à 8 millions de Bactéries par gramme, alors que dans une par- 
celle adjacente, cultivée en orge, ou en comptait seulement 1 à 
2 millions. 

Cette observation présente un intérêt particulier et les expé- 
riences de ce genre ne sauraient être trop multipliées; c’est ici 
que l’analyse qualitative interviendrait avec avantage, car on 
doit se demander si cette augmentation provient de l’apport des 
Bactéries fait au sol par les nombreux tubercules radicaux du 
Trèfle qui se sont désagrégés. 

La seule observation qui puisse être citée est celle de Lohnis et 
Westerman qui ont isolé du sol, autour des nodules du Vicia eil- 
losa et d’autres Légumineuses, un microbe aérobie qu'il ont 
désigné sous le nom de Bacterium danicus (1); 1l est très 
variable comme forme et comme grosseur, se montrant dans les 
solutions de mannite, tantôt comme un large Microcoque, tantôt 
comme un bâtonnet long de 3 à 5 sur 1 u de diamètre. Cet orga- 
nisme se colore irrégulièrement avec la fuchsine; son développe- 
ment sur pomme de terre ressemble à celui du Baciltus vulgatus. 

Or,ce B. danicus serait capable d’assimiler l’azote gazeux tout 

comme les Azotobacter et les Clostridium. 
. On sent toute l'importance que pourrait prendre cette consta- 
tation; le fait que cette espèce a été isolée du spl au voisinage de 
tubercules radicaux peut faire supposer qu’elle provient peut- 
être de ces tubercules. S1 cette hypothèse était vérifiée, 11 faudrait 
-en conclure que les Bactéries des tubercules continuent de fixer 
l’azote, en dehors de la Légumineuse. | 

La culture d’un Trèfle ou d’une autre Légumineuse a pour ré- 


1. D’après Percival, loc..cit., p. 184. 
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Sultat,comme nous l'avons vu, d'amener une très forte augmen- 4 
tation dans le nombre des Bactéries (pour le Trèflo, ce nombre est 
porté de 1 et 2 millions, jusqu'à 6 et 8 millions). Si une notable me 


partie de ces Bactéries provient des tubercules, on saisit mieux 120 
l'explication naturelle du rôle améliorant des Légumineuses. 

Il est à souhaiter que l’on cherche à identifier les Bactéries gs 
vivant dans les tuberoules avec quelques-unes de celles qui exis- 
tent dans le sol et aussi à établir la proportion de ces dernières 
ainsi identifiées dans les différentes cultures. 

Si on arrivait par exemple à démontrer que le B. danicus,fixa- 
teur d’azote, provient des tubercules radicaux, on aurait. alors 

1 une explication extrêmement plausible de la fertilité d’un champ 

après une culture de Trèfle, 

En tout cas, on sait déjà que les diverses espèces de Rhizobium 
existent dans le sol et y conservent leur vitalité fort longtemps; 


c’est la raison pour laquelle les Légumineuses les plus communes. 
trouvent en général autour d’élles suffisamment de germes pour j 
la production de leurs nodules; cela est vrai surtout lorsque les . 
champs sont soumis à un assolement régulier d'assez courte durée. 


D'autre part,il est assez naturel que dans les terres qui viennent 
d'être défrichées, ou dans celles qui sont destinées à porter des 
Légumineuses rarement cultivées, les germes nécessaires man- 
quent, auquel cas la plante ne porte que peu ou pas de tuber- à 
cules ; dans ce cas, elle se développe mal et ne joue plus son rôle ‘2 
améliorant. | 4 

On a été ainsi amené à envisager l’apport au sol des germes ï 
qui Jui manquent . | é 

L'idée qui vient à l'esprit tout d’abord cst de prélever une cer- 
{laine quantité de terre dans un champ où la Légumineuse, que 
Von veut cultiver ailleurs, formait de ncmbreux tubercules; ectte 
terre est semée et apporte avec elle les germes nécessaires. 

Ce procédé est excellent et il donne parfois des résultats inat- 
tendus, mais il est d’un emploi assez coûteux. 

C’est alors que Nobbe en Allemagne eut l'idée d'utiliser des cul- 
+ures pures provenant des Bactéries des Légumineuses, lesquelles 


\ 


cultures, sous un faible volume, contiennent des milliards de 
germes. : 

Ces cultures étaient obtenues sur un milieu à la gélatine ou à 
la gélose imprégné d’une décoction de feuilles de Légumineuses; 
ce produit a reçu le nom de nitragine. 

Le mode d'emploi consistait à délayer les cultures avec de 
l’eau ou du lait; les graines étaient baignées dans ce liquide : les 
graines ainsi imprégnées par de nombreux germes, étaient sé- 
chées et semées ensuite directement dans le sol. 

Les essais entrepris avec la nitragine n’ont pas fourni de résul- 
tats bien concluants : les nombreux Insuccès enregistrés ont 
été attribués en grande partie au faït que le tégument des graines 
sécrète une substance qui est un poison pour les Bactéries. On 
à fait intervenir également une question de virulence; autrement 
die, la même espèce de parasi.e n'aurait pas toujours au même 

degré la propriété de pouvoir pénétrer à l’intérieur des racines 
et de s’y multiplier (1). 
En 1904, Moore (2) supposa que l’échec de la nitragine était 


dû principalement au fait que les cultures de Nobbe étaient trop . 


riches en composés azotés. On sait, en effet, que-l’activité du 
parasite dans la formation des nodules est grandement réduite 
lorsque le sol contient une grande quantité de nitrates; la Bac- 
térie a perdu une partie de sa virulence; les milieux artificiels 
riches en composés azotés doivent entraîner la même consé- 
quence. 

Aussi, Moore employa-t-1l, pour ses cultures, un milieu liquide 
ne contenant qu’une très faible quantité de nitrates : après déve- 
loppement des Bactéries, il imprégnait avec ce liquide des mor- 
ceaux de coton qui étaient ensuite desséchés: la vitalité des Bac- 
téries s’y conservait pendant un an ou deux. 

Ce coton était livré aux agriculteurs accompagné de deux 


1. Consulter à ce sujet le beau Mémoire d’Ervin Smith, Bacteria in rela- 
lion to Plant Diseases. Washington, 1911. 

2. G. Moore, Soil inoculalions for legumes (U. S. Dept. Agri, Bureau of 
Plant Indusiry. Bull. 71, p. 72). 
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paquets de substances nutritives; l’un contenant du sucre,du sul- 
fate de magnésie, du phosphate de potassium; le second renfer- 
mait du phosphate d’ammoniaque. 

Pour l’usage, le premier paquet était dissous dans l’eau, en y 
ajoutant le coton : la Bactérie se multipliait activement. Au bout 
de vingt-quatre heures, on utilisait le second paquet qui provo- 
quait un développement plus intensif. Si celui-ci était satisfai- 
sant, le liquide devenait trouble ou laiteux et on le pulvérisait sur 
les semences qui étaient ensuite séchées et semées comme à l’or- 
dinaire. 

- De novembre 1902 à novembre 1904, le Département d'Agri- 
culture des Etats-Unis avait distribué 12.500 échantillons de 
coton contaminés avec les paquets correspondants de substances 
nutritives. 

Plus récemment, on a livré aux agriculteurs des cultures sem- 
blables à celles de Moore sous le nom de Witro-bactérine. 

Selon Kruijff, la méthode de Moore est sans valeur; les Bac- 
téries ne conservent pas très longtemps leur vitalité sur le coton 
desséché; d'autre part, le liquide de culture obtenu avec ce pro- 
cédé renferme une grande quantité de Levures, mais très peu de 
Bactéries; celles-ci, isolées sur gélose, ont fourni des colonies qui 
ont été utilisées pour des expériences d’inoculation sans aucun 
résultat favorable. | 

En résumé, toutes ces tentatives effectuées soit avec la nitra- 
gine soit avec la nitro-bactérine n’ont pas donné les résultats 
escomptés. ; 

On admet actuellement que la contamination artificielle n’a 
aucune utilité dans la plupart des sols cultivés régulièrement 
et recevant de temps à autre une même espèce de Légumineuse 
comme le Trèfle, la Vesce, le Pois, ete. Cette contamination, 
pour être fructueuse,n’est indiquée que dans les terres défrichées, 
dans les champs qui n’ont pas recu depuis de longues années 
l'espèce de Légumineuse que l'en veut y introduire et aussi 
peut-être là où ces plantes se montrent plus ou moins dépourvues 
de tubercules radicaux. 
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Si d'ailleurs, comme le chose m’a paru certaine, il existé plu: 
sieurs espèces distinctes de Rhïzobium, il est évident que, pour 
obtenir un bon résultat, il est nécessaire d'employer une nitra- 
oine fabriquée aves l'espèce qui convient; celle qui serait obtcnue 
avec la Bactérie du Trèfle ne produira aucun effet sur les Pois 
ou les Haricots; de même, la nitragine obtenue avec les tuber- 
cules radicaux du Phaseolus ne devra être utilisée que pour les 
cultures de Haricots. 

On pourrait, il est vrai, songer à fabriquer des nitragines ren- 
fermant à la fois les espèces les plus communes de Rhizobium; 


_ mais tout cela, en réalité, paraît très compliqué pour des résui- 


tats fort problématiques. | 

En attendant l’éclosion d'une meilleure méthode, on pourrait 
peut-être se contenter d'emprunter directement les germes à 
ensemencer aux tubercules eux-mêmes. 

Il faudrait alors tenir compte de queiques faits d'observation 
nettement établis; d'abord l’existente de plusieurs espèces dis- 
tinctes de Rhizobium qui ne peuvent jouer un rôle utile de con- 
tamination que pour des Lécumineuses déterminécs; ensuite 
l’évolution spéciale de cès Rhrzobium qui montre que la plus 
grande partie des Bactéries ne possèdent leur complète vitalité 
que dans Its jeuncs tubercules. | 

En écrasant dans l’eæu quelques certaines de tubercules de 


 Eupins, on obtiendrait une quantité de liquide très chargé en 


Bactéries qui suffirait à contaminer un nombre considérable de 
graines, tout aussi bien sinon mieux, qu'avec des doses notables 
de nitragine ou de nitro-bactérine. 
Ce qui est possible avec le Lupin, peut tout aussi bien s’appli- 
quer aux Haricots, aux Fèves, au Sainfoin, aux Pois,au Trèfle,ete, 
A mon avis, c’est la réalité d’une contamination non seulement 
possible, maïs normale par cette voie des graines qu'il faudrait 


d’abord mettre hors de doute; si elle est nulle ou peu efficace, 


les résuliats, qu’il s’agisse de nitragines, de nitro-bactérines ou 


de nodules écrasés, seront toujours destinés à un échec certain, 


à moirs de recourir à une autre méthode d'infection. 
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Et on en revient presque fatalement à la contamination directe 
. du sol, par l’apport d’une terre ayant porté récemment une eul- 
ture de la Légumineuse chez laquelle on véut favorisèr la produc- 
tion des tubercules radicaux; peut-être, pourrait-on essayer de 
rendre cette terre plus active, en sacrifiant quélques parcelles 
d'essai où la production des nodules serait portée à son maximum 
par plusieurs cultures successives, cultures éntérrées chaque fois 
au moment où les tubercules sont encore jeunes. Il ést même 
possible de prévoir un écraseraent mécanique de ces tubércules 


assurant dans la terre devant être utilisée pour la contamination. 


directe une meilleure répartition des gérmes. 

Le plus grand reproche qu’on puisse adresser à la méthode de 
contamination par apport de terre d’un champ à l’autre est de 
nécessiter des frais élevés; l'obtention d’une terre très riche en 
Bactéries diminucrait sans doute, dans une proportion notable, 
cette dépense. 

[est posuible même que cette terre puisse être employée sim- 
plement à saupoudrer les grainés de la Léguminéuse au moment 
du semis. 

Le but que l’on doit se proposer dans de nouvelles expérierces 
est donc de concentrer, d’une facon ou d’une autre, de plus grand 
nombre de germes actifs, dans le plus petit volume d'une terre prise 
comme substräatum. 

Naturellement, si ces expériences assuraient un résultat satis- 
faisant, il ne saurait être question d’un produit commercial à li- 
vrer aux agriculteurs — et éncore la chose n'est-elle pas cer- 
taïne, — mais d’une pratique culturale entreprise en vue d’une 


éventualité donnée, comimé la perspective d’un défrichement par 


exemple ou l'introduction dans un champ d’une Légumineuse 
qu’on n’y à pas vue depuis des'années. 

On voit très bien l’agriculteur distribuant au semoir quelquès 
sacs de cette terre enrichie en Bactéries spécifiques, comme 1] 
le fait pour les engrais minéraux ordinaires. 

Prenons un cas très simple, celui du Haricot; le Haricot est 
fréquemment infercalé dans l'ascolcinent en une ou plusieurs 
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lignes au milieu d’un champ de Pommes de terre ou de Bette- 
raves: sa culture ne revient par conséquent, au même endroit, 
qu'après une période souvent très longue; l'espèce de Bactérie 
renfermée dans les tubercules est spéciale à cette plante. 

Or, rien n’est plus facile que d'obtenir dans un jardin une 
terre riche en Bactéries de cette espèce et de la distribuer en un 
ou deux sacs sur les lignes de Haricots au moment du semis ou un 
peu avant. 

On se rendrait bien vite compte, par comparaison avec les 
planches témoins : 10 Si l'opération a augmenté la production des 
tubercules; 20 si le Rhizobium Phaseoli favorise ou non la végéta- 
tion et la fructification de la Légumineuse. 

Les renseignements de ce genre manquent ou sont incomplets; 
il est donc nécessaire d’entreprendre des expériences bien con- 
duites, dans nos diverses stations de recherches, afin d’arriver 
à des résultats concluants, en ce qui concerne les différentes cul- 
tures. 

D'autres questions se posent à propos de la fertilité du sol! 
que deviennent ces Rhizobium qui sont abandonnés dans le sol, 
à. la suite d’une culture de Légumineuse, comme le Haricot, en 
quantité incommensurable? On doit se demander s'ils vivent 
en bonne intelligence avec les autres Bactéries fixatrices d'azote, 
comme les Azotobacter chroococcum, A. agilis, A. pinelandii, À. 
Beijerinckii et aussi les Clostridium, comme le C. Pastorianum 
et quelques autres espèces voisines. 

Il est extrêmement probable qu’un assez grand nombre d’es- 
pèces de Bactéries vivant dans le sol peuvent aussi fixer l'azote 
gazeux comme les précédentes, mais à des degrés variables. On 
ne saurait dire actuellement si les RAïzobium font partie de ce 
groupe; sans doube, les expériences, de Mazé ont montré que 
dans une culture artificielle de Rhizobium, il se produisait un : 
gain notable d'azote, avec destruction corrélative d’une certaine 
quantité de sucre, lequel, dans l’expérience, était du saccha- 
rose; mais les conditions de la vie dans la nature et dans une 
culture artificielle sont notablement différentes et l’on ne sait 
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malheureusement rien de-précis sur le mode de vie et le mode de 
nutrition de ces Rhizobium dans le sol (1). 

Il serait extrêmement intéressant de reprendre des expériences 
‘analogues à celles que viennent de publier Truffaut et Bezssonoff, 
mais en utilisant diverses espèces de RAizobium, comme matériel 
d’ensemencement au lieu du Clostridium Pastorianum (2). 

On sait que les Bactéries fixatrices d'azote ont besoin pour 
accomplir leur fonction d'emprunter de l’énergie à des hydrates 
de carbone; ces hydrates de carbone proviennent de différentes 
Sources comme la paille, le fumier et les débris de végétaux, tiges, 
feuilles et racines se trouvant dans le sol; la cellulose, l’amidon, 
les sucres peuvent ainsi être utilisés. 

Avec l’Azotobacter Vinelandii, une fixation d'azote de 49 milli- 
grammes correspond à une destruction de 1 gramme de man- 
nite, selon Lipman; d’une manière générale, Waksmann et 
Henkelsmann admettent que, pour chaque milligramme d’azote 
qui devient, dans un temps donné, disponible dans le sol, à 
l'usage des plantes vertes, il est décomposé de 40 à 50 milli- 
orammes de cellulose. 

Les hydrates de carbone nécessaires à la fixation de l’azote 
gazeux peuvent provenir d’algues microscopiques qui sont parfois 
abondantes à la surface du sol et réalisent avec les Bactéries une 
sorte de symbiose, ainsi qu’il résulte des expériences de Kosso- 
witsch, 1894 (3). 

Bouilhac s’est occupé aussi de ce même sujet; ses conclusions 
sont extrêmement intéressantes (4) : 

19 Le Nostoc punctiforme fabrique de la matière organique à 
l’aide de l’acide carbonique aérien et de l’azote libre, lorsqu'il 


1.-Percival, loc.cit., p.197: | 
2. G. Truffaut et Bezssonoff, fixalion de l’azole g azeux par des plantes 


supérieures aulres que les Légumineuses (La science du sol. Vol. IV, mars 


1925, fasc. 1). ; 
3. Consulter à ce sujet G. André. Chimie agricole. Baïllère, 1924, p. 332, 


333. 
4, Bouilhac, Sur la cullure du Nostoc puncliforme en présence du glucose 
(Comptes rendus, Acad se..; t. 125, 1897, p. 882° 
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est ensemencé dans une solution nutritive additionnée de mi- 
crobes fixateurs d’azote, mais à la condition d’être régulièrement 
éclairé. 

20 Il cesse de végéter aussitôt que, dans ces conditions, il est 
privé de radiations lumineuses suffisamment intenses. 


30 Malgré une lumière insuffisante, il pourra encore végéter. 


s’il trouve dans sa solution minérale une matière organique telle 
que le glucose. 

D’autres expériences faites en collaboration avec Giusti- 
niani (1) ont montré avec quelle rapidité le Nostoc punctiforme 
et l’Anaboena recouverts de Bactéries, en végétant sur un sol 
entièrement dépourvu de matières organiques, l’enrichissent en 
azote. Elles montrent encore qu’une plante comme le Sarrasin 
peut prospérer,grâce à ces micro-organismes et prendre son déve- 
loppement normal. 

Truffaut et Bezssonoff ont perfectionné les méthodes et 
cherché à réaliser une véritable symbiose entre le Maïs et des 
Bactéries fixatrices d’azote, provenant de cultures pures ; ils sont 
partis de ce point de vue : 1° que les substances émises par les 
racines sont des hydrates de carbone, des oxyacides et autres 
substances organiques, assimilables par les Bactéries; 20 que la 
quantité de ces substances sécrétées au cours de la végétation 
suffit à assurer les besoins en matériaux énergétiques des Bacté- 
ries fixatrices d'azote. Ces dernières, à leur tour, fournissent tout 
l'azote nécessaire au développement de la plante supérieure. 

Cette concepiton suppose évidemment l'existence de sécré- 
tions radiculaires; cette existence paraît, en effet, bien établie 
depuis les travaux de Mazé (1911), de Schulow (1913) et de 
Hansteen Cranner (1922). Ces sécrétions radiculaires consiste- 


.raient, d’après Mazé, en sucres réducteurs auxquels s'ajoute 


1, Bouilhac, Sur une: culture de Sarrazin en présence d'un mélange. d’ Algues 
el de bactéries (Comptes rendus, Acad. sc., T.137. 1903,p. 1274). 

2. Pour les travaux de Mazé, consulter, Annales de l’Institut Pasteur, t. 25, 
1911 et mêmes Annales, t. 33,1919; citations de Schulow et de Hansteen 
Cranner, d’après Truffaut et Bezssonoff, loc, cit.,p. 11-12, 


des Légumineuses eb qu'on peut obtenir facilement maintenant 


4 1 


nee 


] i . . . À ’ . . . “ + 
l’acide malique, s’il s’agit du Mais, l'acide lactique, s’il s’agit du 
Pois. la 

D’après Schulow, les sucres réducteurs seraient accompagnés 
d'un sucre hydrolisable; cet auteur a rencontré aussi de l'acide 


_malique chez le Maïs et chez le Pois; Hansteen Cranner, de son 


côté, a:signalé la présence de substances graisseuses qui seraient 
des phosphatides, dans l’eau distillée où des racines de Légumi- 
neuses et de Bégonias soigneusement lavées, avaient séjourné 


pendant quarante-huit heures à la température de 12-15 ou 300 : 


Truffaut et Bezssonoff ont employé pour vérifier l'exactitude 
de leur conception, la technique de Schulow pour la culture en 
milieu stérile des plantes supérieures; ils ont chois' le Maïs comme 
sujet d'expérience; les Bactéries fixatrices d'azote, ensemen- 
cées dans les cultures provenaient de cultures pures de Clostri- 
dium ; Pastorianum de l’Azotobacter Vinelandui et À. chroococcum. 
et du Pacillus Truffauti. 

Dans ces conditions, en présence de Bactéries fixatrices 
d'azote, le Maïs s’est développé normalement et est arrivé à 
maturité dans un milieu dépourvu d'azote et de matières orga- 
niques. 

Les sécrétions des racines du Maïs ont suffi à tous les besoins 
alimentaires des Bactéries fixatrices d'azote, en matériaux 
énergétiques. Le Clostridium Pastorianum parait jouer un rôle 
important dans le travail de fixation microbienne de l’azote.Aïnsi 
donc, une plante supérieure, le Maïs, réalise avec les Bactéries 
fixatrices d’azote, une symbiose exactement comparable à celle 


. qui a été obtenue par Bouilhac avec les Nostocs; la plante verte 


fournit le carbone, en le prenant à l'acide carbonique de Pair; 
l’azote provient des Bactéries qui lempruntent également à 
l'atmosphère. 

Ces expériences si intéressantes devront être reprises, en uti: 
lisant comme Bactéries celles qui habitent les tubercules radicaux 


en cultures pures; on commencera naturellement par des essais 
de symbiose Rhizobium-Aloue et si ces essais donnaient des 


CHR 


résultats concluants, il serait alors indiqué de les poursuivre, 
en remplaçant ces Algues par des plantes supérieures, comme le 
Maïs, par exemple. 

On serait de la sorte vite fixé sur le rôle exact des Rhizobium 
dans le sol; s’ils continuent à fixer l’azote gazeux, en dehors 
des tubercules, on connaïtrait,par ces expériences,quelles sont les 
espèces les plus actives, celles qui mériteraient d’être propagées 
de préférence à d’autres. 

A côté de ces expériences de Laboratoire, il en est d’autres non. 
moins importantes qui pourraient être entreprises dans nos sta- 
tions de recherches, avec tout le soin et la continuité désirables 
pour assurer aux résultats une portée réellement pratique. Il fau- 
-drait chercher quelles sont, parmi les Légumineuses, celles qui 
contribuent à assurer la plus grande fertilité du sol, en tenant 
compte du rendement en fourrages ou en graines,de la nature du 
terrain, des conditions économiques d’une région. On arriverait 
à fournir aux cultivateurs une échelle des valeurs qu'ils n’au- … 
raient qu’à consulter pour établir leurs cultures. Mais il ne faut 
pas se dissimuler que de telles recherches sont longues, difficiles 
et exigent de grosses dépenses; à côté de l’aide éclairée d’un pra- 
ticien, d’autres concours sont nécessaires,en particulier celui d’un 
biologiste et d’un chimiste. Bien peu de stations agricoles sont 
actuellement en mesure de mener à bien des observations d’une 
telle complexité; mais toutes, dans la mesure des ressources 
dont elles disposent, peuvent apporter leur contribution à la 
solution d’un problème qui intéresse à un si haut degré l’agri- 
culture. 
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(Planche I) 


Pisum salivum 


Fig. 1. — Section transversale d’un tubercule à sa sortie de Pécorce de 
la racine; on y voit six faisceaux à bois externe : En, 
endoderme; Ec, écorce : Me, médulle. 


Fig. 2, — Cellule du point de végétation avec plastes P et cytosomes C. 


Fig. 3-5.— Nombreux grains d’amidon composés, soit dans les cel- 
lules de l'écorce, soit dans les cellules intermédiaires. 

Fig. 6. — Cellule spéciale à deux noyaux. 

Fig. 7. — Cellule spéciale renfermant de nombreuses Bactéries et une 


couronne d’amidon: on voit que la cloison qui la sépare 
en deux, est de formation assez récente, car l’assise pa- 
riétale d’amidon À ne se prolonge pas sur cette cloison. 


Fig. 8. — Cellule spéciale avec une couche pariétale de gros grains 
d’amidon A, un noyau N à gros nucléole, ces Bactéries 
en gros bâtonnets B et plusieurs vacuoles V. 


Fig. 9. — Cellule spéciale avec filament muqueux R, un très gros 
noyau, et nombreuses Bactéries. 


Fig. 10. — Cellule spéciale avec nombreux Bactéroïdes chroma- 
tiques; les autres Bactéries sont transformées en sphères 
dont les unes sont chromatiques et les autres incolores. 


Fig. 11. — Section transversale de la base d’un tubercule à sa sortie de 
l'écorce; 1l est formé de deux moitiés; dans l’une, la 
plupart des cellules spéciales ne renferment que des 


Bactéroïdes, fig. 10; dans l’autre, les, cellules spéciales 


ne renferment que des stades jeunes, fig. 9. 
Fig. 12. — Partie d’une section dans le point de végétation; au con- 
tact du manteau, cellules non contaminées dont les 


noyaux sont en division; du côté opposé, envahissement 
des filaments muqueux. 
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(Planche II) 


Pisum sativum 


1. — Tubercules très rapprochés et parfois concrescents sur 
racine. 


. 2, —Deux jeunes tubercules; l’un est inséré en face d’un faisceau 


ligneux; le second, exceptionnellement, est placé en face 
d’un faisceau libérien; sur le premier, en R, on voit 
un rhizoïde muqueux qui a pénétré par un poil absor- 
bant et va se ramifiant dans le point de végétation. 


3. — Section longitudinale d’un tuhercule moyen montrant 
l'abondance et la répartition de l’amidon dans l’écorce 


et la médulle; le point de végétation en est dépourvu. 


On trouve quelques amyloplastes à la partie supérieure 


du manteau qui recouvre le point de végétation : les. 


deux faisceaux F'en sont dépourvus. 


. 4. — La transformation des plastes en amidon a lieu progressive- 
ment à partir de la base du point de végetation :cellule 


montrant un stade de cette transformation ces amy- 
Joplastes P; GC, eytosomes. 


. 0-6, — Deux cellules spéciales envahies tardivement par les 


Bactéries et possédant de nombreux grains d’amidon : 
cytosomes visibles. 


. 7, — Un filament muqueux du point de végétation : Bactéries 


en bâtonnets courts. 


8. — Les filaments muqueux montrant nettement les Bactéries 
à leur intérieur; en B, mise en liberté des Bactéries au 
voisinage du noyau. 
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(Planche III) 


Trifolium pratense 


{. — Racine principale et radicelles d’une jeune plantule avec 
tubercules. 
r. 2, — Trois cellules spéciales de la médulle avec filaments mu- 
queux et Bactéries; en B, les Bactéries isolées. 
3. — Les Bactéries ont évolué en filamients. 
. 4, — Cellule dans laquelle une partie ces Bactéries sont deve- 


nues incolores et sont réduites à leur enveloppe, alors 
que les autres sont chromatiques. 


x 


— Id, : on voit les nombreux cytosomes à la périphérie de 
cette cellule parasitée S et aussi dans les deux cellules 
intermédiaires I. 


. 6. — Cellule supérieure avec cytosomes, grains d’amidon et Bac- 


téries dont quelques-unes pyriformes; cellule moyenne 
avec Bactéries pyriformes et cytosomes; en bas, deux 
cellules intermédiaires [ avec amidon et cytosomes. 


. 7. — Quelques Bactéries pyriformes dans une cellule remplie 


d’amidon. 


. 8. — Section montrant le voile endodermique avec endochromi- 


dies k; plus intérieurement, deux assises de cellules corti- 
cales avec grains d’amidon et cytosomes; enS., cellule 
spéciale dans laquelle les sphères bactériennes sont les 
unes incolores, les autres chromatiques; à l'extrémité 
renflée du filament muqueux, les Bactéries ont leur 
forme juvénile. 


9. — Cellule parasitée avec cytosomes et sphères bactériennes; 
\ 

dans celles-ci, on observe un et parfois deux corpuscules 
chromatiques; ces sphères prennent ainsi l’aspect de 


spores à un ou deux noyaux; au centre, extrémité 
d’un filament muqueux. 
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(Planche IV) 


.Trifolium pratense 


Fig. 1. — Deux jeunes tubercules montrant les relations qui existent 
avec la racine; Ma,.manteau, Env. voile endodermique 
se reliant à l’endoderme de la racine; Ec, écorce du 
tubercule; Me, m‘dulle. " 


Fig. 2, — Section dans un jeune tubercule; les cellules du manteau Ma 
renferment des sphérosomes et des mitosomes très fins; 
de même pour les cellules du voile Env. dans lesquelles 
le chromidium s’est précipité en chromidies sphériques ; 
les deux assises de cellules corticales Ec. renferment des 
amyloplastes et des cytosomes; ces derniers sont, pour 
la plupart, sphériques (sphérosomes); quelques-uns sont 
en bâtonnets (mitosomes); en S, cellule spéciale avec 
filaments muqueux et bactéries; au-dessus, cellule dont 
le noyau, en division, est au stade tonnelet. 


Fig. 3-6 — Quelques aspects de la division nucléaire : en 3, prophase ; 
en 4, stade de la plaque équatoriale; en 5, plaque équa- 
toriale vue de face; en 6, anaphase et plaque cellulaire. 


Fig. 7, — En k, cellule du voile avec endochromidies; à côté, cellule 
corticale avec gros grains d’amidon; noyau déformé à 
leur contact. 


Fig. 8. — Cellule parasitée et cellule intermédiaire; dans la première, 
les Bactéries ont évolué vers la forme sphérique; sphé- 
rosomes nombreux; quelques mitosomes; dans la $se- 
conde, on voit des grains d’amidon simples ou composés. 
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. 9, — Un filament muqueux avec une file unique de Bactéries. 
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(Planche V) 


Trifolium pratense 


. 1-3. — Bactéries dans les espaces intercellulaires; elles paraissent 


n'avoir pas secrété de mucus et ont conservé leur No 
juvénile. 


. 4. — Section d’un tubercule; c’est en Bi que se trouvent les es- 


paces intercellulaires avec microbes des fig. 1-3. 


. Bb. — Cellule parasitée : Bactéries chromatiques à l’état filamen- 
teux B: deux assises pariétales de grains d’amidon A. 
. 6-— - Stades d'évolution de la Bactérie. | 


. 7. — Cellule parasitée dans laquelle on voit à la fois 10 des cyto- 


somes C; 20 des grains d’amidon au centre et à la péri- 
phérie de la cellule; 3° Ces Bactéries dont les unes sont 
chromatiques et ressemblent à des Levures et d’autres 
complètement sphériques avec corpuscules central chro- 


matique. 

. 8. — Grains d’amidon avec zones concentriques dans une 
cellule intermédiaire. 

. 9. — Grains d’amidon avec couronne rougeâtre, centre ne 
foncé et zone HO SAEne incolore. 19 

. 10. — Cellule parasitée où l'on ne voit plus que des alvéoles hexa- 


gonales limitées parfois par un réseau chromatique de 
cytoplasme; ces alvéoles correspondent à des sphères 
d’albumine qui paraissent un terme ultime de la trans- 
formation des Bactéries. , 


11. — Malgré la présence des filaments muqueux intercellulaires, 
ces cellules ne sont pas envahies par les microbes; on y 
voit des plastes, souvent groupés autour du povals 
le cytome n’est pas représenté, 
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(Planche VI) 


Melilotus arvensis AR 
Der NES A4 


1. — Cellules du point de végétation montrant Le Dlastes p. et 
les cytosomes qui, dans cette espèce, sont très gros. 


Fig. 2, — Débat de ne 


| Fig 3-5. — Etats successifs. 


Fig, 6. Deux D elules parasitées avec une assise pariétale diode 
dans l’une, les filaments bactériens sont vus en section: 
en bas, cellule intermédiaire avec cytosomes et amidon. 


| Fig, 7. — Deux cellules intermédiaires avec grains d'amidon sphée 
nues et hile central; cytosomes nombreux. 


Pins 8 Section au voisinage du point de végétation ; écorce ‘ue à 
k deux assises de cellules; filaments muqueux et début 
de l'infection dans les autres: distinction ne de 

 Bactéries et des cytosomes. 
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St 


Melilotus_ arvensis 


’ 


Fig. 1. — Ma, Cellules du manteau avec cytosomes fins sphériques 
4 ou en bâtonnets; Ec, Cellules de l’écorce avec amidon 
en grains simples ou composés; cytosomes sphériques; 
1, cellule intermédiaire; S,cellules spéciales avec Bacté- 
roïdes chromatiques et Bactéries réduites à leurenve- 
loppe et formant un pseudo-parenchyme ; cytosomes 
très visibles; V, vacuole céntrale. EN. 


Fig. 2. — Toutes les Bactéries digérées et réduites à leur enveloppe; 
filament muqueux sur le côté; noyau avec sa structure 
normale. 


Fig. 3. — Section transversale d’un faisceau; chromidium non préci- 
pité dans l’endoderme; cytosomes et amidon en grains 
simples ou composés dans le péricyele; très nombreux 
cytosomes partout, sauf dans les éléments ligneux et les 
fibres libériennes. < | PS 


Fig. 4 — Section longitudinale du même faisceau; quelques rares 


mitosomes mélangés aux sphérosomes. 
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(Planche VIII) 


Faba” vulgaris 


io, 4. — Envahissement des cellules au voisinage du point de végé- 


tation par les filaments muqueux; très beaux cytosomes. 


. 2. — Une cellule intermédiaire avec ses cytosomes chroma- 


tiques et ses plastes presque incolores qui vont rapide- 
ment se transformer en grains d’amidon, 


3. — Mode d'infection des cellules par les Bactéries; celles-ci sont 
en forme de bâtonnets courts qui se distinguent facile-. 
ment des cytosomes sphériques. | 


. 4. — Bipartition d’une Bactérie. 


ea 


5. — Section montrant les cytosomes abondants dans les cel- 
lules du Manteau Ma et de l'écorce Ec : les cellules cor- 
ticales renferment un chromidium non précipité; en S 
cellules parasitées de la médulle. 


. 6. — Grains d’amidon se colorant en bleu violet par la solution 


iodée. 
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(Planche IX): 


Faba vulgaris 


Fig. 1. — Trois cellules parasitées; dans la supérieure, ‘il existe une 
couche pariétale d’amidon A et l'intérieur est rempli 
de Bactéries plus ou moins vacuolisées; dans les. deux 
autres, les Bactéries se multiplient et n ’ont pas encore. 
subi de transformation notable. . 


D — ie avec vacuole centrale entourée par la masse annu- 
laire des Bactéries digérées, au milieu desquelles on voit 
quelques Bactéroïdes; gros novau avec _nuclé oplasme 4 
dense parsemé de role CRRon tes | 


Fig. 3. — 1d.; noyau avec Nbius nucléoles 0 eus granules 
Re pr AVE 
On remarquera que dans ces grandes lue para- 
sitées, le noyau à conservé toute sa vitalité et possède | 
une réserve considérable de chromatine. Des 
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(Planche X) 


Tetragonolobus siliquosus 


. — Nombreux tubercules sur racines adventives. 


[= 


Fig. 


“ 


Fig. 2, — Section schématique d’un tubercule sur la racine-support; 
celle-ci possède quatre faisceaux ligneux et quatre fais- 
ceaux libériens; les formations secondaires libéro-li- 
gneuses ont pris un grand développement du côté de 
l'insertion du tubercule : Ma, manteau Eé., écorce 
F, faisceau; Me, médulle. 


1 


Fig. 2. — Portion de la médulle avec cellules intermédiaires renfer- 
mant un chromidium dense K et cellules spéciales avec 
Bactéries jeunes et quelques cytosomes. 


= 
(ge 
Es 


— Cellule spéciale avec Bactéries plus âgées dont les unes: 
incolores sont plus ou moins digérées, alors que d’autres 
sont chromatiques, quelques corpuscules oléagineux 
s’y trouvent mélangés; B, Bactéries isolées dont quel- 
ques-unes montrent un corpuscule chromatique. 


cd y rue nt durtseneren mt A ERA eee Méca a iedndien et 
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Fig. 5 — Cellule spéciale avec Bactéroïdes dont la plupart montrent 
le‘phénomène de vacuolisation; B, quelques formes de 
ces éléments. 


Fig. 6. — Section montrant deux assises de l’écorce avec chromidium 
dense et nombreux cytosomes; intérieurement, trois cel- 
lules intermédiaires avec chromidium, eytosomes et 
grains d’amidon ; dans l’une, le chromidium s’est pré- 
cipité en grosses chromidies dont la plupart sont de 
forme sphérique; dans les deux cellules spéciales para- 
sitées, les Bactéries, réduites à leur enveloppe, forment 
une sorte de pseudo-parenchyme; au milieu, se trouvent 
disséminées une grande quantité de sphérules oléagi- 


neuses de grosseur variable. | ‘4 
: Fig. 7-8. — Deux cellules intermédiaires avec chromidium non pré 
cipité, amyloplastes et cytosomes. | +15 
Va (té 
Fig. 9-10, — Deux cellules intermédiaires dont le chromidium s’est 


précipité en chromidies d'aspect différent, les unes 
sphériques, les autres en rosette. 
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(Flanche XI) 


Tetragonolobus siliquosus 


1. — Faisceau d’un tubercule : par une exception très rare, les 
éléments ligneux sont internes et le liber est externe; 
celui-ci comprend des fibres libériennes et des cellules 
libériennes ; l'endodérme est complet. 


. 2. — ton Dan ne d’un faisceau avec ses fibres séparées 


de l’endoderme par les cellules du péricyele. 


. 3. — Racine avec tubercules groupés. 


. 4. — Section transversale d’un tubercule montrant quatre fais- 


ceaux; dans la médulle, les cellules spéciales S ont une 
grande vacuole entourée par ‘un anneau constitué de 
Bactéroïdes. 


. — Cellule corticale avec chromidium dense et quelques gros 
grains d’amidon simples ou composés nés dans la couche 
périphérique qui renferme un noyau. 


[SA 


. — Digestion des grains d’amidon; en I, il existe encore une | 
zone annulaire; en IT, on ne trouve plus qu” une enve- 
loppe mince. 


(@?) 


\ 


. T. — Grande cellule complètement remplie de Bactéries; la masse 


est fréquemment fragmentée en îlots irréguliers. L’in- 
dividualité des Bactéries disparaît plus tard et les îlots 
forment alors dés masses homogènes d’albumine. 


{ 


8. — Groupe central de Bactéries dans une cellule vide. 


9. — Une zooglée de Bactéries que un large espace intercellu- a 
laire Le manteau. 1. 
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(Planche XII) 


Vicia spec. 


1. — Racine avec tubercules simples ou digités. 


2, — Section transversale d’un tubercule vers le sommet; en 
coloration vitale avec le rouge neutre, chromidium 
abondant précipité de façon variable; en bandes mame- 
lonnées rouges dans les cellules intermédiaires ; avec des 
variantes dans la zone corticale interne; moins dense 
dans les cellules corticales externes. Deux cellules spé- 
ciales S parasitées. 


. 3. — Section transversale dans la partie moyenne du tubercule; 


nombreux faisceaux; zone amylifère au contact de la 
médulle; amidon moins abondant dans les cellules in- 
termédiaires ; manque plus ou moins dans les assises cor- 
ticales externes et le manteau. 


RATE Mode ordinaire de précipitation du chromidium. 
. D, — Formes des Bactéries et des Bactéroïdes vues sur le vivant. 
. 67. — Un début d'infection. 


. 8. — Üne cellule remplie de ces Bactéries à un stade plus avancé. 


, 9. — Cellule montrant à la fois des Bactéroïdes, des Bactéries 
digérées et des Bactéries transformées en sphères. 

10. — Deux cellules avec sphères bactériennes; on trouve tous 
les passages entre les sphères chromatiques et les 
sphères incolores. 

11. — Cellule du péricycle riche en sphérosomes et mitosomes; 


noyau dense avec sphérules chromatiques et gros nu- 
cléole. 
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(Planche XIII) 


Ereum telraspermum 


Fig, 1. — Deux node Ne dans l’une, les Bactéries 
sont transformées en sphères chromatiques homogènes ; ss 
dans la seconde, les sphères sont devenues incolores 
mais présentent au centre un ue honte 


N' noyau à te réticulée Re N” noyau 
dans lequel les granules sont orientés en pl 
Vicia spec. 


fi, 


. 3. — Cellule hypertrophiée avec Bactéries B transformées en 
sphérules chromatiques ; noyau très gros ave: nuéléo> 
plasme dense et RIRnIes chromatiques. 


®. 4. - — Un début d'infection. 


Fig. 5-6. — Très nombreux Bactéroïdes dans cellules hypertropbiées; 
les noyaux ont un nucléoplasme dense E sont riches en 
chromatine. 
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(Planche XIV). 


_Eroum lelraspermum 


1. — Racine avec des tubercules dont plusieurs sont digités. 


Fig. 2. — Section transversale d’un tubercule avec nombreux fais- 
CEaUX ; Ma, manteau; Vo, voile; Ec.; écorce avec nom- 
‘breux dau 13 Me. médulle. 


pi 


Ro. Section transversale près de!” nsertion du tubercule. 


Fig. 4. — Portion d’un faisceau avec ses éléments ligneux, ses ie. 
et ses fibres libériennes; Pe, péricycle; En, endoderme 
avec endochromidies. 


Fig. 5. — Cellules du péricyele; nombreux cytosomes: noyaux ordi. ke 
naires et noyaux lohés. Es 


"0; — Section d’un tubercule; Ma, manteau; endochromidies de 
le voile; On non Rien dans l’écorce et au. 
voisinage; endochromidies de forme variable dans le 
cellules online ; chromigium orlinairement 
non. précipité dans les vacuoles des celluies spéciales 
parasitées. Ù DER ee 


Fig. 7. — Cellules avec Bactéries Jeunes dont Do sont inco . 
lores et digérées. et, 
Fig. 8. — Stade plus avancé. 
Fig. 9. — Bactéries pyriformes en voie de transformation. 
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(Planche XV) 


Phaseolus vulgaris 


1. — Racine portant des tubercules. 


= 


2. — Section d’un très jeune tubercule avec les deux faisceaux À 


de base. 


3.: — Section d’un tubercule montrant la répartition générale 


de l’amidon autour de la médulle ZA et aussi dans les 
cellules intermédiaires; chromidium rouge précipité ou 
non sous l’endoderme R. Coloration vitale. 


À — sotoS transversale d’un tubercule à médulle fragmentée 
en trois parties; nombreux faisceaux à bois central dans 
lécorce. 


5-6. — Cellules de base extérieures à la médulle contenant. des 
amyloplastes et de nombreux cytosomes dont plusieurs 


en bâtonnets. 


7. — Début de l'infection dans un point de végétation; les Bac- 


téries se distinguent facilement des cytosomes; fila- 


ments RUES 


8. — Etat un peu plus avancé; les cytosomes sont de forme 


presque sphérique. 


9. —— Partie d’une section transversale d’un TA can cellules 
du péricyele et cellules libériennes avec cytosomes et 


grains d’amidon; cellules grillagées transformées en 
fibres Fi ” FRS 


10. — Les mêmes éléments en section longitudinale: plastes 
peu nombreux. 


11. — Cellule jeune intermédiaire avec plastes et cytosomes. 
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(Planche XVI) 


Phaseolus vulgaris 


Fig. 1. — Deux cellules spéciales S remplies de Bactéries devenues 


filamenteuses; cytosomes disposées à la périphérie. Au 
milieu, deux cellules intermédiaires avec nombreux 
grans d’amidon simples ou composés mélangés aux 


cytosomes; tubercule plus âgé que dans la planche p é-. 


cédente. 


Fig. 2-3. — Grandes cellules hypertrophiées remplies de Bactéries ; 
les noyaux ont une structure réticulée avec ou sans 
nucléole; le nombre des vacuoles est variable. 


Fig. 4. — Cellule parasitée par des Bactéries de longueur variable B; 
au-dessus,cellules corticales avec quelques grains d’ami- 
don À et de nombreux cytosomes. 


Fig. 5. — Partie d’une section transversale montrant un manteau 
épais constitu ; par une couche externe E de cellules qui 
se dissocient et de nombreuses assises plus profondes 1 : 
vienn?nt ensuite le voile endodermique, l'écorce avec 
un faisceau à bois central, liber pé-iphériqu: et endo: 
derme complet; puis, trois cellules parasitées de la 
médulle. 

Fig. %. — Deux cellules de la médulle : l’une renferme un groupe de 
Bactéries: la seconde possède quelques grains d’amidon 
sphériques plus petits qu’à l’ordinaire; ils sont entre- 
mèlés aux cytosomes dans la couche pariétale. 
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(Planche XVII), 


Lotus corniculatus 


1. — Racines portant des tubercules. 
… Fig. 2. — Structure de l’une des stèles du tubercule. : 
Fig. 3. — Section longitudinale d’un tubercule en relation avec la ti 


racine Ra : la partie externe du manteau n’a pas suivi 
l'accroissement général; l'écorce Ec est épaisse; des deux 
stèles, l’une a son endoderme en continuation avec le 
. voile endodermique Env, alors que la seconde est située 
plus profondément. 


Fig. 4 — Section d’un tubercule aë sommet montrant les microbes 

dans les espaces intercellulaires, sans mucus; çà et là, 
cependant, quelques filaments muqueux R : en B, 
groupe de Bactéries dans une cellule à peu près vide de 
cytoplasme; deux endochromidies sur le côté. En 4, 
vers le haut, endochromidies assez nombreuses. 


Fig. 5. — En haut, deux cellules intermédiaires avec amidon A et 
cytosomes C : au-dessous, cellule spéciale S remplie de 
Bactéries; entre les microbes, sphérules ou amas chro- 
matiques. 3 Re Eee. 
Fig, 6. — Endoderme et cellules péricycliques d’une stèle; dans l’en- 
doderme, chromidies et rares grains d’amidon; dans le. 
péricycle, nombreux amyloplastes et cytosomes. | 


Fig, 7, — Grande cellule hypertrophiée renfermant de nombreuses 
sphérules bactériennes B; le noyau N est à structure 
réticulée lâche et semble vide : les vacuoles V renferment 
un chromidium finement réticulé; dans la plus grande, 
il y a eu ; récipitation de chromidies. tn 

Fig. 8. — Lotus uliginosus. — Cellule parasitée renfermant : 1° des 
sphérules provenant de la transformation d’une seule ‘ 

Bactérie B ; 20 des sphérules plus grosses provenant 

; a de la transformation d’un groupe G ; 39 des éléments 

ue = chromatiques qui correspondent à des Bactéries incom- 

# plètement transformées. ; 
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(Planche XVII) 


Lotus uliginosus 


. — Forme ces Bactéries étudites sur le vivant ou après colora- 

tion vitale ; quelques-unes ont un point brillant qui se 

colore en Heu par le bleu de Crésyl; ces Bactéries peu- 

vent être agglomérées en grosses sphères; j’ai cru voir 
parfois un flagellum à l’avant. 


— La plupart des cellules spéciales S : se dat rapidement 
de leurs éléments bactériens, tandis que les cellules in- 
termédiaires se colorent talon en Jaune rougeâtre 
par la présence de nombreuses sphères réfringentes 
(chromidies). 


. 3. — Cellule spéciale colorée comme les suivantes à l’hématoxy- 
line ferrique; les Bactéries sont encore filamenteuses. 


— Celle spéciale avec Bactéries dont la plupart sont trans- 
formées en sphères. | À 
Lotus corniculatus 


— Quelques stades de la transformation. des Bactéries en 
sphères. 


ÿ8. — Trois cellules qui ne réffferment plus que des sphères 
d’origine bactérienne; elles sont plus ou moins chroma- 
tiques ou même incolores; on y distingue parfois soit 
quelques granulations, soit un arc chromatique; la va- 
cuole ou les vacuoles contiennent un chromidium non 
précipité en général; une cellule intermédiaire I montre 
des amyloplastes et de beaux GaEomes au centre 
quelques petites chromidies. 


Fig. 9.11. — Cellules dans lesquelles les sphères sont en partie ou en 
totalité digérées; la cavité cellulaire renferme une gelée 
albuminoide note be. 
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(Planche XIX) 


_Medicago saliva 


Fig. 1. — Racme portant des tubercules. 


Fig. 2. — Section longitudinale FE tubercule, avec deux le ee 


de base P. V. point de végétation; I, zone de contami- 
nation; II, zone moyenne dans laquelle les Bactéries se 
multiplient; IT, zone basilaire dont les cellules spé- de 
ciales ont une très grande vacuole centrale, Entou 
par une zone annulaire où les Bactéries deviennent plus 
ou moins indistinctes par digestion. 


Fig. 3 6. — Début de la contamination d’une cellule dans le point de 
végétation; le filament muqueux se renfle au voisinage 
du noyau en sphère qui se dissout et met les Bactéries 
en liberté; celles-ci ont la forme d’un bâtonnet court. 


Fig. 4, 5, 7. — Les Bactéries, en se multipliant, envahissent les ce 
Jules. 


Fig. 8. — Den cellules spéciales S envahies par les Bactéries; V, va 
cuoles; À, grains d’amidon en couche pariétale; I, Deux 
etui intermediaires avec Rats et gros grains 

- _d’amidon. 


Fig. 9. — Un groupe de Be au milieu de nombreux {rains 
d’amidon; C. cytosomes. 


Fig. 10. — Un noyau à structure réticul{e avec amas chromatique. 


Fig. 11. — [d. avec trois nucléoles. 


Fig. 12. — Cellule intermédiaire montrant la digestion des grains 
d’amidon. 
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: .. (Planche XX) 


_Medicago saliva : 


/ 


Fig. 1. —S, cellule spéciale avec Bactéries B et cytosomes [C au voi 
bre sinage du point de végétation; I, cellule intermédiaire 
avec grains d’amidon et cytosomes. js 


Fig: 2. — etoile spéciale vers la base d’un tubercule avec zone annu- 
à laire de Bactéries plus ou moins vacuolisées autour 
d’une grande vacuole; le noyau de la cellule pe un 

réticulum avec sphères chromatiques. 


SNS 


Fig. 3% Cellule spéciale avec Bactéries réduites à leur enveloppe. 


Fig. 4 — Section d’un tubercule avec nombreuses cellules spéciales 
dont les Bactéries sont pue ou moins digérées. 


Fig. 5. — Un faisceau du tubercule avec son endoderme Eu son péri- 
cycle simple ou dédoublé Pe, ses fibres hr ses cellules 
Jibériennes et son bois. 


à 


Fig. 6. — Cette figure nontée que les cellules libériennes et. les cel : 
+ lules du péricyele ÉURALNENVS ‘une quantité considérable 
de cytosomes. ps 


Fig. 7. — me cellules parasitées dont les Bactéries ont été digévées. 
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(Planche XXI) 


Medicago maculaia | 


Fig, 1 — Rhizome avec racines adventives portant dé nombre 
tubercules. 


vacuolisées; IIT, zone à Dates en. à ve 


” 


Fig, 3.,— Section transversale d’un tubercule avec nombreux fais- 
 ceaux; l’amidon est abondant au contact de la médulle À 
les CAN intermédiaires en renferment également; 
manque plus ou moins dans les parties externes” 
l'écorce et dans le manteau; le point de végétation 
est dépourvu. L’amidon est surtout abondant auto 
des faisceaux. 
Au voisinage du voile et dans les cellules du voile, il 
ren se produit une belle précipitation du chromidium coloré 
Æ en rouge, par le rouge neutre K; ce chromidium peu 
coexister avec la présence dandon e 


Fig. 4. — Cellule du point de végétation. 


Fig. 5. — Un des aspects des filaments muqueux. È 


. Fig. 6. — Le liquide extrait d’un tubercule vivant est trouble : on y 
reconnait les grains d’amidon Am, les formes jeun 
de Bactéries qui se colorent en. rouge, les formes Di 


€ | nn et qui se désagrègent en sphérules. En si 
les stades successifs d'évolution des Bactéries après 
fixation et coloration à lhématoxyline ferrique. 


Fig. 7, — Une des rares cellules du manteau qui possèdent de l’am 
don. | ne 


Fig. 8. — Une cellule de l’écorce avec grains d’amidon simples ou 
rarement composés; cytosomes très distincts. É 


Fig. 9-10. — Amidon dans les cellules intermédiaires. 
Fig. 11. — Un début d’infection : Bactéries B et cytosomes C. 


Fig. 12. — Cellule avec Bactéries en gros bâtonnets. 


Fig. 13-14, — Cellules avec Bactéries transformées en sphères : da 
la fig. 14, il existe encore quelques éléments filamenteux 
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(Planche XXII) 


Fig. 4. — Lupinus polyphyllus. — Section d’un tubercule avec sa 
médulle et son écorce; il est recouvert par le Veil oi 


sitées possèdent un Re nucléolé et une assise hariés 
tale d’amidon; ZC, zone de croissance. © 
Fig. 2. — Lupinus albus. — Racine fasciée parmi les racines ordi- 
naires; au sommet, les racines concrescentes s’isolent 
et deviennent libres. : 
Fig. 3. — Section de la lame aplatie avec son cylindre central " ses 
faisceaux; à droite, une des racines est devenue libre: 
d’autres sont en train de s’isoler aux deux extré- 
mités. UT 


Fig. 4. — Portion du cylindre central sous l’endoderme; les faisceaux | 
ligneux sont diversement orientés, ainsi que les faisceaux 
libériens ; en M, deux rangées de cellules de la moelle. 


Fig. 5. — Tubercule attenant à la racine, avec sa médulle. 


Fig. 6. — Section d’un tubereule montrant la répartition de lami- 
don dans l'écorce et les cellules parasitées; ZC, zone 
de croissance. 


Fig. 7. — Section transversale montrant à ce niveau de base 
plusieurs médulles; les cellules parasites ont de l’ami- 
don en couche Paiotales les cellules internes de 
Pécorce K ont un chromidium abondant. 


Fig. 8. — Deux tubercules irrégulièrement aplatis et qui tendent à : 
entourer la racine. 


Fig. 9. — Section transversale à un niveau montrant quatre mé- : 
dulles secondaires. 


Fig. 10. — Forme ordinaire des éléments bactériens avec nodules | 
réfrimgents et taches chromatiques. 


Fig. 11, — Formes ramifiées dans les tubercules âgés. 

Fig. 12. — La zooglée bactérienne filamenteuse dans les espaces 
intercellulaires. 

Fig. 13. — Réseau formé par cette zooglée: les éléments bactériens | 


sont très petits. à J 


Fig. 14, — Un des aspects de précipitation du chromidium en colo- 
| ration vitale. ÿ 
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(Planche XXIII) 


Sarothamnus scoparius 


Fig. 1-2, — bucuies lobés Fe cucilie le 26 août 1026 sur un fort | 
pied de Genêt. 


2, — Section de la base rétrécie d’un de ces tubercules, montrant 
einq stèles dans l’écorce; le manteau est formé de cel- 
lules à parois brunes; le voile endodermique est très net. 


Fig. 


Fig 3. — Section au niveau des lobes ; la médulle du lobe inférieur à à. 
toutes ses cellules parasitées par d’assez gros a 
un peu arrondis; cette région est dépourvue d’amidon. 
Le second lobe a toutes ses cellules parasitées par de 
petits bâtonnets fig. 7; en haut, l’amidon est en couche ; 
pariétale et bleuit par la solution iodée; dans la zone 
moyenne, il est en voie de digestion et prend une teinte 
rougeâtre; il manque Lo PI Amen dans la région plus 
interne. 


Fig. 4. — Une des stèles binaires de l’écorce du tubereule. 


Fig. 5. — Un autre Cordon libéro-ligneux avec la struétupe collatérale 
et le boïs externe. : “ 


= e 


Fig. 6. -— Vaisseaux du bois dont les plus gros à ponctuations aplaties. 
Fig. 7. — Aspect des cellules parasitées par de petits bâtonnets. 


Fig 8, — Aspect des cellules parasitées par les sphérules : ; les unes, 
après l’hématoxyline ferrique sont chromatiques ; les BUS 
tres sont incolores. | À 


Fig. 9. — Cellules parasitées ayant digéré plus où moins complétement | 
leurs parasites; le noyau a persisté et le contenu des cel- 
lules à. pris un aspect TOUS autour de Ja grande va- 
euole centrale. 
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(Planche XXIVW) 


1.— Pied de Luzerne âgé de plusieurs années : sur le pivot, quel- 
ques fines radicelles portant de rares tubercules, la plu- 
part situées près de leur insertion. 


. 2, — Section longitudinale d’un tubercule; pas d’amidon dans 


la zone de croissance; amidon composé un peu plus bas 
fig. 5; vient une zone riche en amidon réparti en assise 
pariétale dans les cellules parasitées et aussi à lPinté- 
rieur des rares cellules intermédiaires; cet amidon dis- 
paraît progressivement à mesure que l’on £e rapproche 
des cellules de base. F 


..3. — Bactéries et Bactéroïdes obtenues par écrasement des cel- 


lules. 


. 4, — Une forme plus arrondie vue à l’intérieur des cellules de base. 


F 


g. 5. — Amidon composé à éléments nombreux au moment de sa 


formation vers l'extrémité du tubercule. 


. 6. — Eroum hirsutum recueilli en septembre dans terrain argileux. 


Section longitudinale d’un tubercule ; répartition de 
lamidon abondant au-dessous de la zone de croissance; 
en plaquettes sous la membrane et en voie de digestion 
et de disparition vers la base ; l’écorce renferme aussi 
beaucoup d’amidon dans la zone externe et dans sa 
zone interne. L’écorce de la racine dans sa zone interne 
renferme aussi de l’amidon et ses cellules sont parasi- 
tées par le Æhizophagus. parasite qui sera décrit ulté. 
rieurement. 

7, — Cellule de base parasitée par des sphérules; amidon en pla- 
quettes; à côté, cellule intermédiaire remplie de grains 
d’amidon. 


. 8. — L'aspect des filaments muqueux. 


9. — Pisum salivum. Une racine principale avec tubercules 
situés à différents niveaux, À, B. C. 


10-11. — Aspect lobé ou mamelonné de certains tubercules. 


12. — Section d’un tubercule situé au niveau C de la fig. 9; 
Z, À, région amylifère; Z B région dépourvue d’amidon. 
Toutes les cellules renferment des bactéries en petits 
bâtonnets, formant une seule masse, ou au contraire 
groupées en sphères distinctes (fig. 13), A, B. 

13. — Aspect de ces cellules parasitées. 


14. — Section d’un tubercule situé au niveau A de la fig. 9 ; la 
zone amylifère est importante par rapport à la région 
de base dépourvue d’amidon; dans cette dernière, les 
éléments bactériens sont à l’état de sphérules distinctes 
ou associées de diverses façons; plus haut, on trouve des 
formes de transition vers la forme initiale en bâtonnets; 
Dans un tubercule situé au niveau B, fig. 9, je n’ai trouvé 
dans les cellules parasitées que de très petites sphérules 
qui sont représentées fig. 17 et qui proviennent sans 
transition de la forme initiale. 


15. — Les formes bactériennes rencontrées dans le tubercule A. 


16 — Les grosses sphérules qui terminent ordinairement chez 
le Pois, l’évolution de la Bactérie. 


17, — Les petites sphérules du tubercule situé au nivau B. 
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(Planche KXV) 


Ono bryjchas saliva 


Fig. 1. — Section d’un jeune tubercule; amidon abondant dans la j 
région basilaire de la médulle; on en trouve aussi dans 

l'écorce et un peu dans le manteau ; autour, He, tuber: 
_ cules plus âgés dont lun trilobé. : 


“ Fig. DA Une cellule parasitée avec éléments bactériens sphérulaires. 


Fig. sa Sphérules et bâtonnets isolés. 


Fig. 4. — Le trajet des filaments muqueux dans da région AE crois- 
sance. | 
Fig. 5. __ Les branches d'infection avec se tem renflée én à 
boule. 


Vicia sativa 


Fig. 6. — La naissance d’un tubercule aux Hépess du péricyele de la 
racine. 


Lathyrus pratensis 


Fig. 7 Éhiibne ramifié portant branches aériennes et stolons : sur : 
les radicelles, tubercules d’âge différent. ne 


Fig. 8. — Un filament muqueux traversant directement quatre cel. " 
Jules dans la zone de croissance. 

Fig. 9. — Section d’un jeune tubercule encore sphérique pour mon- 
trer la répartition de Pamidon qui est particulièrement 

| abondant dans l'écorce de la racine et le manteau. 
Fig. 10. — Section d’un tubercule âgé; à la base,une cavité entourée 
de cellules ne renfermant plus ni amidon, ni parasite; les 
cellules parasitées présentent seulement une ou deux 


grosses sphères granuleuses, qui sont des résidus de di 


gestion; amidon abondant dans Pécorce de la racine et 
l'écorce du tubercule; la région antérieure du tubercule 
en renferme aussi beaucoup dans les cellules intermé- 
diaires et les cellules parasitées. 


ie 11. — Cellule parasitée. 
Fig. 12. — Bactéries sphérulaires et Bactéroïdes isolés. 


Fig. 13. — Résidu de digestion dans une cellule vide parasitée. 
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(Planche XXVI) 


Faba oulgaris 


Fe 1, — - Formation d’un j jeune bacule on tan le filament | À 
‘initial avec ses ramifications dun la médulle. 


x 


Fe 25. — Le filament muqueux initial traversant l'écorce en se 
ramifiant; il renferme à son intérieur de nombreuses. 
. Bactéries, + ANT 


ie. à, — Le filament initial se ramifiant dans le dues il commence 
à fournir les rameaux d'infection; mais les Bactéries + 
ont Te encore envahi les cellules. 
0° Lupinus albus 


ï Fig. 5. — Structure d’un très jeune tubereule. 
é  Onobrychis sativa 


Fig. 6. — Les premiers cloisonnements du Dénesele gère er forma . 
tion FAP tubercule. 
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(Planche XVID 
Lotus corniculatus 


1. __ Rhizome et ses branches. souterraines portant de nom- 
breux tubercules sur ses racines adventives. | 


ig. 2. — Très jeunes radicelles remplies d’amidon situé dans l’écorce. k 
is, 3. — Section d’un tubertule et de sa racine-support. Les parties 


ombrées indiquent la répartition de lPamidon dans 
l'écorce de la racine et la partie interne du manteau et 
aussi dans la zone corticale interne du tubercule; on 
rencontre egalement une petite quantité d’amidon dans 
les rares cellules intermédiaires. - | 


4. — Aspect des microbes dans les cellules parasitées d’un tuber- 


cule âgé. 


. 5. — Dans les tubercules plus jeunes, les microbes sont plus 


petits; leur longueur est de 2 y 5, environ. 


. 6. — Les cellules vides de la base d’un tubercule âgé, dans les- | 


quels les Bactéries ont été dissoutes montrent une 
sphère centrale résiduelle. 


Lotus uliginosus 


. 7. — Tubercule déjà âgé porté sur une radicelle ayant des for- 


mations secondaires; beaucoup d’amidon dans l’écorce 
et les rayons médullaires; absence à peu près complète 
d’amidon dans le tubercule. Cellules de la médulle allon- 
gées et remplies de Bactéries mélangées à quelques 
Bactéroïdes : dans d’autres cellules, le parasite est plus 
ou moins complètement digéré. 


. 8. — Schéma indiquant le contraste entre la racine noire d’ami- 


don et le tubercule qui en est dépourvu. 


. 9. — Amidon partout abondant dans l'écorce des jeunes radi- 


celles. 


. 10. — Les éléments bactériens dans les cellules de la médulle du 


tubercule de la figure 7. 


. 11. — Cellule parasitée d’un tubercule jeune. 


12. — Bactéries dissociées ; longueur de 2 à 3 w. 
Uléx europaeus 
13. — Un tubercule âgé; il présente plusieurs stades de végéta- 
tion à partir de la base; celle-ci offre une cavité assez 
grande et les cellules qui l'entourent sont vides. On ne 
trouve guère d’amidon que dans l'écorce où il est abon- 
dant; il en existe aussi une faible quantité au-dessous de 
la zone de croissance. À partir de cette zone les cellules 
sont parasitées par des Bactéries dont la taille augmente 
du simple au double en allant vers lè bas ; dans cette 
région inférieure, on rencontre un certain nombre de 
Bactéroïdes et les cellules renferment au milieu de la z00- 
glée une sphère assez dense que Pon pourrait prendre 
pour un noyau, mais qui me semble plutôt de nature 
résiduelle comme dans les Lotus. 


[ 


Lupinus albus 


li. — Cellules libériennes avec de longs mitoplastes dont quel- 
ques-uns renferment un grain d’amidon dans la partie 
renflée ; tout autour, de nombreux eytosomes dont la … 
plupart sont sphériques. 


Fig. 15. — Une cellule péricyclique avec les mêmes formations. 
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ote sur cf Vaucherla Schieicheri De Wildemari 
DANS LE LAC D'ANNECY s 


Par PIERRE DANGEARD 


J ai signalé récemment qu'une Vauchérie encore indéterminée, 
vivait dans les eaux du lac d'Annecy, par ving mètres de pro- 


À 


fondeur. Elle y formait sur la boue du fond des gazons luxuriants, 
uisqu'il était possible d’en TAPDORer des toufles importantes 


au moyen d’un grappin. 
En automne, cette Vauchérie est stérile et : ; ne m'avait pas 
été possible jusqu'à présent de la déterminer. De nouvelles 
èches, faites pendant le mois de juillet, m'ont permis d'en rap- 
orter des exemplaires fructifiés que j'ai reconnus appartenir à 
ine pit rare, décrite par ne Wildeman en 1805 finie des 


ur qu’il en fit une nouvelle espèce à laquelle 1l donna le nom 

V. Schleicheri. Voici quelle est d’après De Wildeman la diagnose 
de cette espèce : Le 

eur connue formée de filaments épais, ae 120-180 
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fois presque pyriformes. Pore apical de 18 y environ de diamètre 
Anthéridies de 47-80 y de diamètre et de 140-170 & de longueur 
Nes Hab :In fossis Vallesiae et Noville? (Schleicher in Herb. mus. 
a Cant. Lausanne). D’après de Wildeman, il existe chez cette algue 
d un mode de déhiscence fort curieux ; les anthéridies s'ouvrent 
De : d’abord à l’Extrémité, mais restent fermées ensuite en arrière . 
à par une cloison transverse qui plus tard disparaît son tour. Les 
indications relatives à l'habitat de cette Vauchérie sont très in- 
complètes : L’herbier Schleicher portait d’après de Wildeman: «In. 
fossis Vallesiae et Noville » ce qui est assez vague et d’autre part 


deux espèces différentes se trouvaient en mélange sous cette ru- 
"4 _ brique. 
Lo Dans cette note, je donnerai, les raisons qui me font identifier 
la Vauchérie du lac d'Annecy à V. Schleicheri De Wild., tout en. 
décrivant quelques détails d'organisation encore inconnus. 

L’Algue du lac d'Annecy possède des filaments allongés, 
pouvant atteindre une grande longueur, ayant une épaisseur de 
120-170 u Les oogones sont sélitaires ordinairement, mais peuvent 
se rencontrer assez souvent géminés; ils sont sessiles ou briève- 


x 


ment pédicellés, sphériques ou ovoïdes ; à maturité, se forme une. 
papille légèrement en saillie et située sur la perpendiculaire pas= 
sant par le pied de l’oogone; l’oospore a une membrane brune. 
Lorsqu'il existe deux oogones voisins, ils se trouvent placés en. 
opposition sur le même point du thalle. | 
Les anthéridies sont latérales, sessiles, ordinairement deux ou 
trois aux environs de l’oogone, quelquefois dressées, mais le plus 
souvent plus ou moins inclinées sur l’axe du filament ; elles ont 
une forme oblongue ovale, plus ou moins allongée. | 
L'ouverture de l’anthéridie se produit d’une manière qui n’est 
pas habituelle chez les Vauchéries. A l'extrémité antérieure se 
forme, par épaississement de la membrane, un bouchon de cellu- 
lose, souvent prolongé en arrière vers l’intérieur de l’anthéridie 
par une prolifération conique. Vers l'extérieur, le foisonnement de 
ce bouchon cellulosique provoque la formation d’un orifice eir- 
culaire au dela duquel s’épanche la matière du cal. A cet état une 
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‘coloration au carmin permet de distinguer une région externe 

montrant des stries d’accroissement et qui se colore en rose pâle 

et une partie interne qui se teint. vivement en rouge. Cette 

- seconde région forme comme une cloison interne et se prolonge 
vers l’intérieur du sac. 

Plus tard, la déhiscence a lieu par suite de la liquéfaction pro- 
_gressive du bouchon cellulosique qui disparaît d’abord dans sa 
région externe : on trouve alors des anthéridies ouvertes à l’ex- 

trémité et fermées encore en arrière par un diaphragme proémi- 
nent vers l’intérieur. 

Cette description correspond dans l’ensemble assez bien à celle 
qu’à donnée De Wikleman pour Y. Schleicheri. Cependant il était 
un point difficile à comprendre d’après cet auteur, c'était la forma- 
tion et la nature du diaphragme interne. En réalité,il s’agit d’après 
nos observations, de la région interne d’un bouchon cellulo- 
_sique qui a pris naissance lui-même aux dépens de la membrane 
totale de l'extrémité anthéridienne. 

Le diaphragme n’a d’ailleurs pas d'existence réelle en tant que 
membrane, car 1] n’y a jamais une séparation bien nette entre 
_les diverses régions du bouchon cellulosique primitif. 
En ce qui concerne le prolongement conique vers l’intérieur 

de l’anthéridie les dessins consacrés à W. Schleicheri n’en montrent 


aucune trace. Pourtant dans la Vauchérie d'Annecy ce caractère 
paraît constant. Des prolongements de même nature, mais très 
irréguliers, existent parfois au niveau de la membrane qui sépare 
lPanthéridie du filament. 
_ En résumé, l’ensemble des caractères de l’algue lacustre mon- 
 trent une trop grande similitude avec V. Schleicheri pour que l’on 
puisse douter de l'identité des deux espèces. Les caractères diffé- 
cents que Jai observés pour l’algue d'Annecy peuvent être dus 
_ à ce que V. Schieicheri à été décrite dans des conditions d’observa- 
tion imparfaite et d’après seulement des échantillons d’herbier 
Je crois donc nécessaire, tout en adoptant le nom de V. Schleicheri 
_ pour la Vauchérie d'Annecy, de modifier ainsi sa disgnose. 
Algue monoïquè, formée de filaments épais de. 120-179 
Dangeard : Ne 18 


Ce 


et ou À peine pédicellés de 280- 340 u de dinoue, cospores 
sphériques à membrane brune. Anthéridies Irterie) sessiles, dres “ 
sées ou formant un- angle plus ou moins aigu avec le thalle, oblon- 
gues ovales, parfois presque pyriformes. Déhiscence par dissolu- 
tion d'un bouchon cellulosique à prolongement interne conique, 
déterminant un pore apical de 8 à 15 u de diamitre. Anthéridies 
de 50-80 y de diamètre et de 140. 170 y de long. Hab : Dans le 
lac d'Annecy à Talloires et à Duingt par 20mètres de profondeur. 
In fossis Vallesiae et Noville (Scheicher in Herb. Mus. Can 
Lausanne). | Be 

Il est à ‘remarquer que cette espèce est rangée par Heering 
(Susswasserflora, Siphonales), dans la section des Woroninia 
en même temps que deux espèces des eaux salées ou saumâtres 
V. Thureti et V. dichotoma  . De Vildeman croyait que V.. 
Schier:heri avait pu être trouvée dans des eaux salées de la 
Suisse par Schleicher. Il est démontré D a à te H 
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